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RESUMO

Muitas bactérias laticas (BALS) sdo classificadas como probioticas, provendo
beneficios a saude quando ingeridas em quantidades adequadas. Para serem assim
consideradas, um dos critérios é sua capacidade de tolerar as condi¢des adversas do
trato gastrintestinal humano (TGI). Entretanto, algumas cepas apresentam baixa
resisténcia, sendo necessario proporcionar uma barreira fisica externa como protecao.
Uma das metodologias mais propostas para esta finalidade é o encapsulamento. A
técnica de spray drying € um dos métodos mais difundidos na industria de alimentos
para este fim. Ainda, outra forma da obtencdo de encapsulados é a extrusdo por
tecnologia de vibracdo. Os subprodutos da industria de laticinios sdo uma alternativa
como material encapsulante na aplicacdo as condicdes adversas, em funcéo de sua
composicdo e por apresentarem potencial para a protecdo dos microrganismos.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi selecionar BALs tolerantes as condicdes
ambientais do TGI simulado, visando o encapsulamento por spray drying e extrusdo
por tecnologia de vibracdo, empregando soros lacteos como material de parede.
Desta forma, bactérias laticas isoladas de leite e queijo, disponiveis comercialmente
e de colecdes de cultura foram estudadas quanto ao potencial de sobrevivéncia as
condi¢Bes ambientais do TGI simulado. Bactérias com elevados niveis de viabilidade
(acima de 70% de sobrevivéncia) as condi¢cdes acidas (pHs 2,5 e 3) e de alta
concentracéo de sais biliares (0,5% (m/v)) foram selecionadas para encapsulamento.
No microencapsulamento por spray drying, soro de queijo, permeado de soro e
retentado de soro foram utilizados como material encapsulante para protecédo de L.
plantarum ATCC 8014. Soro de queijo e retentado de soro provaram ser o melhores
materiais encapsulantes para proteger L. plantarum da alta temperatura aplicada no
processo. As microcipsulas foram armazenadas por 56 dias a 20 °C, ou inseridas em
leite por 42 dias a 4 °C, mantendo, ainda assim, a alta viabilidade célular. Quando
expostas ao TGl simulado, apresentaram viabilidade acima de 8 UFC.mL1. As
microcapsulas formadas néo apresentaram diferencas na morfologia e diametro de
7,0 £ 1,0 um. No encapsulamento por tecnologia de vibragdo, soro de queijo e
permeado de soro foram combinados com alginato de sodio 1,5% e pectina 1,25%,
para protecdo de L. plantarum ATCC 8014 e isolados L. paracasei ML33 e L. pentosus
ML82. Nao houve perda na viabilidade dos microrganismos apds este processo de
encapsulamento. Quando armazenadas por 28 dias a 4 °C, apresentaram uma
reducdo de 1 ciclo log, indiferente do isolado ou material encapsulante aplicado.
Ainda, forneceu protecdo na exposicado ao TGI simulado, sendo o soro de queijo com
melhor efeito protetor. Os encapsulamentos por spray drying e extrusao por tecnologia
de vibracdo, assim como 0s soros lacteos, materiais encapsulantes aplicados,
mostraram-se eficientes na protecdo de BALs. Sdo uma alternativa de aplicacédo,
visando o aumento da vida de prateleira e protecdo as condi¢cbes adversas, nhum
produto de alto valor agregado.

Palavras-chaves: bactérias laticas; trato gastrintestinal simulado; spray drying;
extrusao por tecnologia de vibragao; soros lacteos.



ABSTRACT

Many lactic acid bacteria (BALs) are classified as probiotic, providing health
benefits when ingested in suitable amounts. To be thus considered, one of the criteria
is its ability to tolerate the adverse conditions of the human gastrointestinal tract (GIT).
However, some strains have low resistance, being necessary to provide an external
physical barrier as protection. One of the most proposed methodologies for this
purpose is encapsulation. The spray drying technique is one of the most widespread
methods in the food industry for this. Still another way of obtaining encapsulations is
the extrusion by vibration technology. Dairy by-products are an alternative as
encapsulating material in application to adverse conditions, depending on their
composition and potential for protection of microorganisms. Therefore, the objective of
this work was to select BALSs tolerant to the environmental conditions of the simulated
GIT, aiming the encapsulation by spray drying and extrusion by vibration technology,
employing dairy whey as a wall material. In this way, commercially available milk and
cheese isolated lactic bacteria and culture collections were studied for the potential
survival of the simulated GIT environmental conditions. Bacteria with high levels of
viability (above 70% survival) to acid conditions (pH 2.5 and 3) and high concentration
of bile salts (0.5% (w / v)) were selected for encapsulation. In microencapsulation by
spray drying, whey, permeate and retentate were used as encapsulating material to
protect L. plantarum ATCC 8014. Whey and retentate proved to be the best
encapsulating materials to protect L. plantarum from high temperature applied in the
process. The microcapsules were stored for 56 days at 20 ° C, or inserted into milk for
42 days at 4 ° C, while still maintaining high cell viability. When exposed to the
simulated GIT, they presented viability above 8 CFU.gt. The microcapsules formed
did not present differences in morphology and diameter of 7.0 £ 1.0 um. In the
encapsulation by vibration technology, whey and permeate were combined with 1.5%
sodium alginate and 1.25% pectin, to protect L. plantarum ATCC 8014, L. paracasei
ML33 and L. pentosus ML82 isolates. There was no loss in viability of the
microorganisms after this encapsulation process. When stored for 28 days at 4 ° C,
they showed a reduction of 1 log cycle, regardless of the isolate or encapsulating
material applied. Furthermore, it provided protection in the simulated GIT exposure,
being whey with the best protective effect. Spray drying and extrusion by vibration
technology, as well as dairy whey, applied encapsulating materials, have proved to be
effective in protecting BALs. They are an alternative of application, aiming the increase
of the shelf life and protection to the adverse conditions, in a product of high added
value.

Key-words: lactic acid bacteria; simulated gastrointestinal tract; spray drying;
extrusion by vibration technology; dairy whey.
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1 INTRODUCAO

As Bactérias Laticas (BALs) sdo microrganismos que caracterizam-se pela
capacidade de produzir acido latico a partir do processo de fermentacao da lactose.
Podem ser classificadas como homofermentativas, quando produzem &acido latico
como principal ou Unico produto resultante da fermentacdo, ou ainda
heterofermentativas, quando produzem, além do acido latico, outros compostos que
podem contribuir para as caracteristicas de sabor e aroma de produtos lacteos
fermentados (JAY, 2000). Estdo envolvidas em diversos processos industriais,
especialmente na fabricacédo de derivados lacteos. Além disto, sdo habitantes normais
do trato gastrintestinal humano (TGI), representando a microbiota dominante do
intestino delgado (JENSEN et al., 2012).

Algumas BALs sao classificadas como probiodticas, tendo em vista que
possuem entre suas caracteristicas a capacidade de colonizar e promover o equilibrio
da microbiota intestinal, assim como de exercer um importante papel na prevencao de
doencas, ja que a acdo das células imunes esta diretamente associada com a adeséo
ao epitélio intestinal. O desequilibrio desse sistema é relacionado a diversas
desordens gastrintestinais, como a doenca de Crohn e colites ulcerativas
(HERMANNS et al., 2014; VANDERPOOL,; YAN; POLK, 2008). Porém, para produzir
estes efeitos benéficos, € essencial que 0s microrganismos sejam capazes de
sobreviver a barreiras biolégicas, como aos baixos niveis de pH do estdmago e a

atuacao de enzimas biliares no intestino, estando em elevada quantidade para aderir
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a mucosa intestinal. O potencial de ades&o de BALs a células do epitélio intestinal tem
um papel fundamental na regulagdo do sistema imune. Da aderéncia resulta uma
interacdo entre o microrganismo e a superficie da mucosa intestinal, promovendo
beneficios na modulacdo dos efeitos imunolégicos e a exclusdo competitiva de
bactérias patogénicas (DEL PIANO et al., 2006; VANDERPOOL,; YAN; POLK, 2008;
VARANKOVICH; NICKERSON; KORBER, 2015).

Entretanto, algumas espécies apresentam baixa resisténcia em processos,
produtos alimentares e ao TGI, sendo necessario proporcionar uma barreira fisica
externa como protecdo (MARTIN et al., 2015). O encapsulamento € considerado um
métodos adequado para aumentar a resisténcia de microrganismos sensiveis a
condicBes adversas (VIVEK, 2013). Este processo € definido como uma tecnologia de
empacotamento de estruturas em pequenas capsulas seladas, que liberam seu
conteado controladamente, sob influéncia de condicbes especificas (ANAL;
STEVENS, 2005; DESAI; PARK, 2005). O crescente interesse nesta técnica origina-
se da falta de estabilidade das células vivas e moléculas funcionais, da necessidade
de acdo em local especifico do organismo, assim como de condi¢cdes adequadas para
seu crescimento (DE VOS et al., 2010; BURGAIN et al., 2011).

Atualmente um dos processos de encapsulamento mais difundidos na industria
de alimentos é a técnica de spray drying, que consiste na atomizacao de um liquido
OU uma suspensdo em uma camara de secagem com um ar quente, produzindo
particulas secas. Este método € de baixo custo, altamente reprodutivel e adequado
para aplicacdes industriais, porém, por aplicar elevadas temperaturas, pode
inviabilizar o uso em microrganismos. Entretanto, estudos indicam o uso de
temperaturas mais amenas, além da adicdo de protetores térmicos e de uma escolha
adequada do material encapsulante, aumentando a viabilidade dos microrganismos
(DE VOS et al, 2010; BURGAIN et al, 2011; IRAVANI; KORBEKANDI;
MIRMOHAMMADI, 2014; MARTIN et al., 2015; COGHETTO et al., 2016a).

Outra metodologia empregada no encapsulamento é a extrusao por tecnologia
de vibracdo, baseada na ruptura de um escoamento laminar liquido, por uma
frequéncia de vibracdo com amplitude definida sobreposta. Esta técnica permite a
producdo de microesferas uniformes e monodispersas, padronizadas e reprodutiveis.
Além de operar em ambiente estéril, esse método ndo afeta a viabilidade celular, ja

gue néo faz uso de condi¢cbes adversas ao microrganismo, sendo ideal para esse fim
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(DEL GAUDIO et al.,, 2005; NEMETHOVA; LACIK; RAZGA, 2014; WHELEHAM,;
MARISON, 2011). Porém, apesar de resultados promissores, tem se demonstrado de
dificil aplicacdo em larga-escala (COGHETTO; BRINQUES; AYUB, 2016b).

A tecnologia de encapsulamento tem sido muito explorada como uma forma de
melhorar a resisténcia de células probidticas ao TGI, prolongando a sobrevivéncia de
microrganismos em produtos alimentares. Porém, a maioria das tecnologias aplicadas
apresentam uma grande dificuldade quando trata-se de ampliar a producdo para
escala industrial e, da mesma forma, o tamanho da céapsula formada pode afetar a
sensorialidade quando aplicada em alimentos (MARTIN et al., 2015). Com a
combinacao e o desenvolvimento de novas tecnologias através da pesquisa, capsulas
com melhores propriedades podem ser obtidas e incorporadas a alimentos, conferindo
assim uma melhor qualidade ao produto final e atendendo as exigéncias do
consumidor.

A escolha do material de parede é de extrema importancia na viabilidade do
encapsulado, de forma que a membrana externa proteja o material sensivel
(AZEREDO, 2005; ANAL; SINGH, 2007). Considerando que as matrizes
encapsulantes devam conter ingredientes de qualidade alimentar, o uso de
biopolimeros naturais, como proteinas e polissacarideos, sdo amplamente utilizados.
Desta forma, alginato, carragena, gomas, amido e proteinas do leite sdo os materiais
mais aplicados nesta finalidade (ANAL; SINGH, 2007; ROKKA; RANTAMAKI, 2010;
LIVNEY, 2010; BURGAIN et al., 2011; GARCIA-CEJA et al., 2015; KRUNIC et al.,
2016). No caso das proteinas do leite, uma fonte alternativa e de baixo custo para
obtencdo sdo os soros lacteos, subprodutos da industria de laticinios. Diversos
trabalhos aplicam esses subprodutos no encapsulamento de microrganismos (DE
CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013; RIBEIRO
et al.,, 2014; LAVARI et al., 2014; ILHA et al., 2015; LAVARI et al., 2015; HUGO,;
BRUNO; GOLOWCZYC, 2016), e entre eles destacam-se o soro de queijo e 0
permeado de soro.

O soro de queijo, principal subproduto da industria de laticinios, gerado pela
fabricacdo do queijo ou da caseina, apresenta potencial para uso como agente
encapsulante, o que pode ampliar a sua utilizagdo e minimizar a quantidade
descartada como residuo (CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013; RIBEIRO et al.,

2014; ILHA et al., 2015). O soro de queijo pode ser ainda submetido ao processo de
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ultrafiltracdo, para recuperacgéo, principalmente, das proteinas que séo utilizadas no
desenvolvimento de produtos com alto valor agregado. Deste processo resulta o
permeado, sendo constituido principalmente por lactose e sais. Este subproduto ja
vém sendo utilizado como substrato, em forma de meio de cultivo que permite o
crescimento de microrganismos probiéticos. Além disso, apresenta a vantagem de ser
muito mais econémico quando comparado ao meio comercial de Man, Rogosa e
Shape (MRS) (MOLLEA; MARMO; BOSCO, 2013; HUGO; BRUNO; GOLOWCZYC,
2016). A sua aplicacdo como material encapsulante vém sendo explorada, como
forma de oferecer mais uma finalidade a esse subproduto (LAVARI et al., 2015;
HUGO; BRUNO; GOLOWCZYC, 2016).
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2 OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi selecionar BALs tolerantes as condicdes
ambientais do TGI simulado, visando o encapsulamento por spray drying e extrusdo

por tecnologia de vibracdo, empregando soros lacteos como material de parede.

Os objetivos especificos sao:

e Selecionar microrganismos isolados de amostras de leite e queijo do Vale do
Taquari e de bactérias laticas disponiveis comercialmente e de colecbes de
cultura quanto a tolerancia as condicbes ambientais do trato gastrico e trato

intestinal (TGI simulado);

e Avaliar a adesdo de BALs selecionadas tolerantes as condic6es ambientais do

TGI simulado em linhagem de adenocarcinoma humano Caco-2;

e Realizar o encapsulamento de BALs selecionadas tolerantes as condi¢des

ambientais do TGI simulado;

e Avaliar a viabilidade de utilizacdo de diferentes subprodutos da industria de
laticinios, como soro de queijo, permeado de soro e retentado de soro como

material encapsulante;
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Estabelecer as melhores condicBes de processo para o encapsulamento das
BALs selecionadas, através das técnicas de spray drying e de extrusdo por

tecnologia de vibracéo;

Avaliar a eficiéncia dos processos de encapsulamento aplicados em relacéo a

viabilidade dos microrganismos;

Avaliar a tolerancia dos encapsulados as condicdes ambientais do TGl
simulado e estabilidade ao armazenamento, sob diferentes condi¢cfes de tempo

e temperatura.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bactérias Laticas

As Bactérias Laticas (BALS) constituem um grupo de microrganismos composto
por 13 géneros de bactérias gram-positivas, que compreendem Carnobacterium,
Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Bifidobacterium, Tetragenococcus, Lactosphaera, Vagococcus, Leuconostoc e
Weissella (JAY, 2000). Predominam na forma de bastonetes e cocos, ndo formadoras
de esporos, catalase negativa desprovida de citocromos, anaerdbias, porém aero
tolerantes, acido tolerantes e estritamente fermentativas (ANAL; SINGH, 2007).
Caracterizam-se por produzir acido latico no processo de fermentacdo da lactose,
sendo assim classificadas em dois grupos. As homofermentativas, quando produzem
acido latico como principal ou Unico produto resultante da fermentacdo; ou ainda
heterofermentativas, quando produzem, além de acido latico, outros compostos, tais
como didxido de carbono, etanol, acetaldeido e diacetil (JAY, 2000).

Estes microrganismos estdo envolvidos em diversos processos industriais,
principalmente na fabricagédo de derivados lacteos fermentados. S&o responsaveis por
provocar transformagfes na matéria-prima, contribuindo para o sabor e textura de
produtos fermentados e inibicdo na deterioracdo de alimentos causada por outros
microrganismos. Devido a isso, € o principal grupo de bactérias utilizado na

fermentacao de alimentos (IKEDA, 2013). Ainda, sdo habitantes normais do TGl e
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representam a microbiota dominante do intestino delgado (JENSEN et al., 2012;
KASSAA et al., 2014).

Algumas BALs sado conhecidas por causar efeitos benéficos no hospedeiro,
devido a capacidade de colonizar o TGI e promover o equilibrio da microbiota, além
de fornecer uma barreira contra patdgenos e modular positivamente o sistema imune
auxiliando na prevencao de doencas (DEL PIANO et al., 2006; VANDERPOOL,; YAN;
POLK, 2008; BURGAIN et al., 2011; HERMANNS et al., 2014; SARKAR; MANDAL,
2016). Sendo assim, sdo classificadas como probidticas e seguras para uso em
produtos alimenticios (GRAS - Generally Recognized As Safe) (MONTEAGUDO-
MERA et al., 2012).

3.2 Probidticos

Os probidticos sao caracterizados como microrganismos vivos que afetam
positivamente o hospedeiro, auxiliando no equilibrio do TGI (FULLER, 1989), quando
administrado em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2002). Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a recomendacgédo diaria estabelecida de
probidticos deve ser na faixa de 108 a 10° UFC na porcéo do produto pronto para
consumo (Unidade Formadoras de Colonias) (ANVISA, 2008).

Os probiéticos incluem uma grande variedade de microrganismos, sendo
compostos principalmente por bactérias, mas também por algumas leveduras
(BURGAIN et al., 2011; JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014). As BALs consideradas
probiéticas mais aplicadas sdo principalmente do género Lactobacillus,
Bifidobacterium e Enterococcus (ANVISA, 2008; ROKKA; RANTAMAKI, 2010).
Porém, Bacillus cereus var. toyo, Escherichia coli cepa nissle, Propioniobacterium
freundenreichii e algumas leveduras como Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces boulardii, entre outras, também sdo assim classificadas (ANAL;
SINGH, 2007; VANDERPOOL; YAN; POLK, 2008; BURGAIN et al., 2011).

Atualmente, a relacdo entre dieta e saude tém estimulado o mercado no
desenvolvimento de produtos que promovam o bem-estar, exibindo o conceito de
alimentos funcionais (MEIRA et al., 2012). Esta defini¢cao foi apresentada inicialmente
por Roberfroid (2002), e indica um alimento que demonstre satisfatoriamente seu
efeito benéfico e nutricional a uma ou mais func¢des do corpo, sendo relevante para a

saude e bem-estar e/ou na reducéo do risco de doencas. Os alimentos probioticos
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enquadram-se como um importante grupo de alimentos funcionais, e vém ganhando
destaque numa tendéncia mundial que busca um padrdo de dieta saudavel como

habito alimentar.

3.2.1 Modo de acédo dos probidticos

A funcionalidade dos probidticos é caracterizada pela tolerancia a pHs &cidos
e enzimas pancreaticas presentes no TGI, adesdo na mucosa intestinal, producéo de
componentes antimicrobianos e resisténcia a certos antibidticos (JERONYMO-
CENEVIVA et al., 2014; RUBIO et al., 2014). Ja os seus efeitos terapéuticos estao
relacionados a reducdo dos niveis de colesterol e da intolerancia a lactose,
apresentam potencial na prevencdo do cancer e competem pela adesdo de
microrganismos patdgenos ao epitélio do intestino (SAAD, 2006; SOCCOL et al.,
2010; BOSCH et al., 2014; JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014; RANADHEERA et
al., 2014;).

Sao sugeridos diversos mecanismos pelos quais os probiéticos mediam esses
beneficios a saude (Figura 1), entretanto, nem todos os modos de a¢ao sao totalmente
elucidados (BURGAIN et al., 2011; KENT; DOHERTY, 2014).

Figura 1. Modo de acao dos probiéticos
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Fonte: Adaptado de Vanderpool; Yan; Polk, 2008.
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Entre as suas formas de atuacdo, destacam-se a modulacdo positiva do
sistema imune do hospedeiro, importante na prevencao e tratamento de doencas
infecciosas e processos inflamatorios crénicos do trato digestorio. Os probibticos
participam na imunomodulacéo de diversas formas. Essa modulacéo € resultado da
interacdo entre moléculas presentes na membrana do microrganismo e as ceélulas
epiteliais, induzindo vias de sinalizacao do sistema imunoldgico. Os probioticos tem a
capacidade de estimular a resposta da imunidade inata contra microrganismos. Neste
caso, as celulas dentriticas intestinais podem reter bactérias comensais, ativando
seletivamente os linfécitos B a produzir IgA e reduzir a penetragdo da mucosa por
bactérias indesejaveis. Ainda, a interacdo do microrganismo com as células
dendriticas (DC) levam a polarizacdo das células T em células T regulatérias e
auxiliares (Thl /Th2/Th3) promovendo a producéo de citocinas (TNF, IFN, IL-2, IL-3,
IL4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12). As bactérias probiéticas podem ser também internalizadas
pelas células M e interagir diretamente com as ceélulas dendriticas estimulando a
producao de citocinas. O probidtico induz a producdo de substancias e componentes
citoprotetores nas células humanas (HSP — heat shock proteins, Mucinas, (-
Defensinas) e bloqueadores de indugcé&o de apoptose contribuindo na restituicdo da
barreira epitelial danificada (VANDERPOOL; YAN; POLK, 2008; BURGAIN et al.,
2011; SARKAR E MANDAL, 2016).

O mecanismo de exclusdo competitiva implica na capacidade do probidtico
bloquear as ligacdes entre os receptores das células epiteliais com microrganismos
patégenos, impedindo a aderéncia dos mesmos. Esse mecanismo envolve a producao
de componentes antimicrobianos, tais como acido latico, acido acético, perdxido de
hidrogénio e bacteriocinas pelas bactérias probioticas (VANDERPOOL; YAN; POLK,
2008; BURGAIN et al., 2011; JENSEN et al.,, 2012; MONTEAGUDO-MERA et al.,
2012; SARKAR E MANDAL, 2016). Ainda, a microbiota anaerdbia nativa do TGl limita
a concentracdo de patdgenos (principalmente aerébios). Neste caso o0
restabelecimento do equilibrio microbiano no intestino € um fator importante
(SOCCOL et al., 2010).

Sugere-se também que os probidticos apresentam a capacidade de inativar
alguns produtos microbianos, tais como toxinas secretadas por microrganismos
patdogenos (BURGAIN et al.,, 2011; JENSEN et al., 2012). Sendo assim, algumas
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reacbes podem resultar na desintoxicagdo de componentes das células do
hospedeiro.

Diversos sdo os efeitos que determinado probidtico promove sobre o
organismo, e esses vao depender de suas propriedades metabdlicas, de seus
componentes secretados ou ainda das moléculas presentes na superficie epitelial
(SOCCOL et al., 2010).

3.2.2 Avaliacdo da resisténcia ao trato gastrintestinal simulado

Para promover efeitos benéficos a salude, € essencial que os probibticos sejam
capazes de sobreviver a passagem através do estbmago, e atinjam o intestino em
guantidades adequadas de células viaveis, sendo capazes de multiplicarem-se no
hospedeiro (MARTIN et al., 2015; COGHETTO; BRINQUES; AYUB, 2016b).

Desta forma, a sobrevivéncia de bactérias no TGl depende, inicialmente, da
sua capacidade de tolerar os baixos niveis de pH do suco gastrico. O acido cloridrico
(HCI) secretado no estbmago apresenta pH 0,9, contudo, a presenca do alimento no
estbmago pode aumentar este valor para o nivel de pH 3, sendo que, ap6s a ingestao,
o alimento permanece de 2 a 4 horas no estdmago (ERKKILA; PETAJA, 2000). A ac&o
do baixo pH constitui-se em uma barreira eficiente contra organismos invasores do
trato, impedindo sua colonizac&o no intestino delgado. Sendo assim, para o probiético
sobreviver, é fundamental que ele seja tolerante a essa condi¢do (ALVES, 2013).

Ja a presenca de sais biliares no intestino apresenta-se como outra barreira
biolégica na sobrevivéncia desses organismos. Esses sais sdo sintetizados a partir do
colesterol no figado, desempenhando um importante papel na emulsificacao,
solubilizacéo e digestédo de lipidios. Sdo armazenados na vesicula biliar e liberados
para o intestino delgado apos a ingestdo de uma refeicdo rica em gorduras. Os
microrganismos probiéticos sdo capazes de hidrolisar esses sais biliares, diminuindo
a sua solubilidade e enfraquecendo assim o seu efeito detergente (ERKKILA,;
PETAJA, 2000), assumindo-se como um dos critérios para sobrevivéncia destes ao
trato intestinal (ALVES, 2013). No entanto, a resisténcia aos sais biliares varia muito
entre as especies, sendo 0,3% uma concentragéo considerada critica para triagem de
microrganismos resistentes (ERKKILA; PETAJA, 2000).
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Estudos recentes investigam a diversidade de BALSs com caracteristicas
probidticas desejaveis, visando a aplicacdo destes em produtos e processos. Ensaios
in vitro, tais como a tolerancia ao TGl e a capacidade de adeséo das células ao epitélio
intestinal humano sdo o primeiro passo para conhecer o0s efeitos desses
microrganismos e sao largamente aplicados para esta finalidade (BARBOSA et al.,
2014; JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014; PIENIZ et al., 2014; RANADHEERA et al.,
2014; TULUMOGLU; KAYA; SIMSEK, 2014).

Bao et al. (2010) avaliaram 90 isolados de Lactobacillus fermentum de
derivados lacteos, quanto a caracteristicas probidticas desejaveis, entre elas a
tolerdncia ao trato gastrintestinal simulado. Bactérias resistentes a pH 3 foram
inicialmente selecionadas, obtendo 35 isolados (38,9%) com adequado nivel de
crescimento (DO es00 nm = 0,5). Estes foram, entdo, submetidos a presenca de 0,3% de
sais biliares, mimetizando as condi¢des do trato intestinal. Neste caso, 11 isolados
apresentaram boa resisténcia, com valores acima de 80% de viabilidade ao transito
gastrintestinal (baixos niveis de pH e presenca de sais biliares). Esses isolados
apresentam potencial de aplicacdo em alimentos funcionais.

Jensen et al. (2012) estudaram o potencial probidtico de 18 espécies de
Lactobacillus (Lactobacillus plantarum, L. pentosus, L. sakei, L. rhamnosus, L. gasseri,
L. farciminis e L. reuteri) e Pediococcus pentosaceus. Esses microrganismos foram
isolados de culturas starter, seres humanos ou alimentos e cepas comercialmente
disponiveis. Entre os critérios de avaliacdo, foi realizada a sobrevivéncia as condi¢cdes
acidas e presenca de sais biliares do TGIl. Os microrganismos, quando expostos ao
suco gastrico simulado a pH 3 foram separados, de acordo com a sobrevivéncia, em
3 grupos de tolerancia. O primeiro com uma pequena reducdo de 0,5 log na carga
microbiana (L. reuteri), seguido de uma reducdo moderada de 1-2 log (L. plantarum,
L. rhamnosus, L. gasseri) e uma grande reducdo de 4 log (L. plantarum) quando
comparados ao controle (= 6 log UFC/mL). As espécies L. pentosus, L. farciminis, L.
sakei ndo sobreviveram ap0s a incubacgdo. Para as condicfes de suco intestinal
simulado, na presenca de 0,45% de sais biliares, todos os isolados apresentaram
tolerancia, com reducdao inferior a 1 log UFC/mL.

Da mesma forma, Monteagudo-Mera et al. (2012) testaram o potencial de 11
BALs isoladas de amostras de produtos lacteos e cepas ATCC (American Type
Culture Collection). Na tolerancia ao trato gastrico, a exposi¢cao a enzimas e pHs 2,
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2,5 e 3 dividiram os microrganismos em 2 grupos distintos em relacéo a viabilidade.
O primeiro gurpo, menos resistente, consistindo em diferentes cepas de Lactobacillus,
apresentaram uma reducédo de até 4 log na sobrevivéncia. E o grupo mais resistente
contendo cepas de Lactobacillus lactis, com reducéo na faixa de 0,5 log. Ja para trato
intestinal, os isolados foram expostos a enzimas na presenca de 0,1 - 0,4% de sais
biliares. Neste caso, todos os isolados mantiveram-se viaveis e uma concentracao de
0,15-0,3% de sais foi considerada como adequada para a selecdo de bactérias
probioticas para uso humano.

Visando o aumento de BALs as condi¢Bes adversas, uma combinacdo de duas
ou mais cepas podem ser aplicadas. Dessa forma, estudos de uma ampla variedade
de microrganismos com efeitos benéficos a saude tém sido realizados, visando
possiveis interacdes simbidticas entre eles e assim contribuindo no desenvolvimento
de novos produtos, potencialmente melhorados, exibindo propriedades funcionais
(RANADHEERA et al., 2014).

3.2.3 Habilidade de adesdo da BALs as células do epitélio intestinal

O TGI humano € um complexo ecossistema, no qual bactérias residentes e em
transito coexistem. Essa microbiota executa um papel importante nas funcdes
fisiol6gicas e metabdlicas, que incluem a manutencédo do TGI, estando diretamente
associado ao sistema imune. O desequilibrio desse sistema é relacionado a diversas
desordens gastrintestinais, que incluem colites ulcerativas, sindrome do intestino
irritado, doenca de Crohn, entre outros (FOLIGNE et al., 2016). As BALs constituem-
se a microbiota dominante do intestino delgado, de forma que as células imunes estéo
diretamente associadas com a mucosa intestinal. Sendo assim, muitas BALS
consideradas probitdticas tem sido aplicadas como uma terapia alternativa na
prevencdo dessas doencas (SOCCOL et al.,, 2010; BARBERI et al., 2015;
VARANKOVICH; NICKERSON; KORBER, 2015). Diversos estudos sugerem que
mecanismos celulares e moleculares resultantes da interacdo desses microrganismos
com as ceélulas epiteliais intestinais regulam a resposta imunologica. Desta forma,
citocinas pré e anti-inflamatorias séo produzidas (IL-2, IL-8, IL-10, IFN), promovendo

a homeostase do sistema imune e contribuindo na manutencgéo a saude (DEL PIANO
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et al., 2006; VANDERPOOL, YAN E POLK, 2008; VARANKOVICH; NICKERSON,;
KORBER, 2015).

O potencial de adesdo de BALs a células do epitélio intestinal tem um papel
fundamental nessa interacéo e regulacédo do sistema imune, e € considerado um dos
principais critérios na selecdo de microrganismos probioticos. Lactobacillus e
Bifidobacterium, principalmente, contribuem para a a¢ao inibidora da colonizacao de
bactérias patogénicas e auxiliam na persisténcia do probidtico no intestino por um
periodo de tempo prolongado. Os efeitos da adesdo de BALs em células epiteliais é
amplamente estudado, assim como os mecanismos envolvidos (RIEDEL et al., 2006;
VANDERPOOL, YAN E POLK, 2008; VARANKOVICH; NICKERSON; KORBER,
2015). Da aderéncia resulta uma interacdo entre a cepa e a superficie da mucosa
intestinal, promovendo beneficios na modulacdo dos efeitos imunologicos e a
exclusdo competitiva de bactérias patogénicas (SAARELA et al., 2000; FENG et al.,
2015).

Considerando a dificuldade de avaliacdo da propriedade de adesao de BALs in
vivo, modelos in vitro foram desenvolvidos com células epiteliais, e vém sendo
amplamente utilizados. Linhagens como HT-29 e Caco-2, ambas originalmente
isoladas de adenocarcinomas colorretais humanos, sdo modelos comumente aceitos
por se diferenciarem em células da mucosa intestinal humana. Essas linhagens
expressam, in vitro, propriedades morfologicas e funcionais de enterécitos maduros
que mimetizam o epitélio intestinal (BIANCHI et al., 2004). Para estudos in vitro, a
linhagem adenocarcinoma de co6lon humano Caco-2 é frequentemente utilizada na
avaliacdo das propriedades de adeséo e reacfes inflamatérias de células epiteliais
intestinais (TSAI et al.,, 2011; ARRIBAS et al., 2012; LEBEER et al., 2012,
RANADHEERA et al., 2014; FENG et al., 2015; BELGUESMIA et al., 2016).

Ren et al. (2014) avaliaram a habilidade de 9 isolados de Lactobacillus de aderir
em células Caco-2. Valores de 73 a 912 bactérias/100 células foram encontrados,
demostrando que os microrganismos apresentam potencial de adesao. Kim; Park; Ji
(2003) da mesma forma, caracterizaram o potencial de adeséo de Bifidobacterium em
células Caco-2 e relataram 500 bactérias aderidas/50 células Caco-2 como melhor
resultado apresentado. Ainda, Feng et al. (2015) testaram o efeito aderente de 16

Lactobacillus, na mesma linhagem celular. Neste estudo, os autores descrevem que
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as bactérias foram capazes de aderir a células Caco-2, em uma faixa de 0,45 —
12,27%, relatando que a capacidade de adesao € especifica para cada cepa.

3.3 Encapsulamento de probidticos

Diversas abordagens que visam aumentar a resisténcia de microrganismos
sensiveis a condi¢Bes adversas tém sido propostas, incluindo uma apropriada selecéo
de cepas resistentes a acidos e sais biliares, adaptacdo a condicbes de estresse e
fornecimento de uma barreira fisica externa, como o encapsulamento (MARTIN et al.,
2015). Este ultimo &, atualmente, um dos métodos utilizados mais eficientes e que vém
demonstrando grande interesse comercial (VIVEK, 2013; MARTIN et al., 2015).

O encapsulamento € definido como uma tecnologia de empacotamento de
sélidos, liquidos ou gases em pequenas capsulas seladas, que liberam seu contetdo
controladamente sob influéncia de condi¢cdes especificas (ANAL; STEVENS, 2005;
DESAI; PARK, 2005; ROKKA; RANTAMAKI, 2010; KENT; DOHERTY, 2014).

A cépsula deve consistir de uma membrana semi-permeével, esférica, fina e
forte, envolvendo um nucleo liquido/sélido/gasoso, com um didmetro que pode variar
de alguns microns até milimetros. O tamanho € um fator determinante de sua
classificacdo, e pode apresentar-se em 3 categorias: macroencapsulamento,
apresentando capsulas com didmetro maior de 5000 pum; microencapsulamento, com
diametro de 0,2 a 5000 um; e nanoencapsulamento, aguelas menores de 0,2 pm
(AZEREDO, 2005). A sua permeabilidade é influenciada pela liberagdo controlada,
gue permite gue o material do nucleo seja liberado com o decorrer do tempo ou pela
exposicdo de alguma condicao especifica, evitando a perda de compostos durante o
processamento ou sua utilizacdo inefetiva. Além disso deve ser permeavel a
nutrientes e metabolitos que irdo manter a célula viavel dentro da capsula (AZEREDO,
2005; ROKKA; RANTAMAKI, 2010; RATHORE et al., 2013).

O encapsulamento de BALs é descrito como uma tecnologia que pode proteger
culturas laticas sensiveis em relacdo a niveis de oxigénio, ambientes acidos,
congelamento e passagem ao TGI, tornando-se adequado no desenvolvimento de
produtos lacteos com caracteristicas funcionais (SUNOHARA et al., 1995; LEE; HEO,
2000; WENRONG; GRIFFITHS, 2000; SU; LIN; CHEN, 2007). Outras aplicacdes da

tecnologia de encapsulamento sdo a producédo de culturas starters, uma combinacgao
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de microrganismos iniciadores do processo de fermentacdo, de maior viabilidade
(VIVEK, 2013), a capacidade de mascarar sabores, odores e cores e 0 aumento da
vida-de-prateleira de alimentos, protegendo contra a perda nutricional (ANAL; SINGH,
2007).

3.3.1 Métodos de encapsulamento

Diversas metodologias sdo aplicadas na técnica de encapsulamento, sendo
relevante na escolha fatores como tamanho da particula, propriedades fisico-quimicas
do nucleo e material de parede, liberacdo do contetudo, aplicacdo do produto, escala
de producdo e custo. Além disto, a sua viabilidade vai depender das propriedades
fisico-quimicas da cépsula, como o tipo e a concentracdo do material de parede,
tamanho desejado de particula e numero de células desejadas no interior da capsula
(AZEREDO, 2005; BURGAIN et al, 2011; RATHORE et al, 2013; MARTIN et al., 2015).

3.3.1.1 Extrusao

A extrusdo é uma técnica fisica que pode ser utilizada para encapsular
materiais biol6égicos utilizando hidrocol6ides como alginato, carragena, pectina,
colageno, entre outros, como material encapsulante (BURGAIN et al., 2011; MARTIN
etal., 2015; COGHETTO; BRINQUES; AYUB, 2016b). O método consiste na projecéo
de uma solucéo contendo os microrganismos e o hidrocoldide, através de um bico a
alta presséao, produzindo inUmeras goticulas que, em queda livre, caem sobre uma
solucdo de solidificacdo (Figura 2). A formacdo das goticulas ocorre de maneira
controlada, podendo ser produzida por pulsacao do jato ou vibracao do bico. Também
pode-se utilizar um fluxo coaxial ou campo eletrostatico, de forma que quando
aplicado, as forcas eletrostaticas rompem a superficie do liquido, na ponta da seringa,
proporcionando a formacgdo de uma corrente carregada de pequenas goticulas. Este
método € simples e barato, e por utilizar uma operacdo suave, ndo causa danos as
células. Além disso ndo necessita de solventes organicos e apresenta facilidade no
controle de tamanho das particulas (geralmente de 2 a 5 mm). (BURGAIN et al., 2011;
KENT; DOHERTY, 2014; MARTIN et al., 2015). O tamanho das capsulas formadas é

dependente da viscosidade do hidrocoléide, do diametro do orificio de extrusdo e da
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distdncia que as goticulas percorrem até a solucdo de solidificacdo (IRAVANI

KORBEKANDI; MIRMOHAMMADI, 2014).

Figura 2. Processo de encapsulamento por extrusao
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Fonte: Adaptado de Burgain et al. (2011).

3.3.1.1.1 Extrusé&o por tecnologia de vibracéao

A tecnologia de vibracao baseia-se no principio da ruptura de um escoamento
laminar liquido, por uma frequéncia de vibracdo com amplitude definida sobreposta
formando pequenas goticulas (COGHETTO; BRINQUES; AYUB, 2016b) (Figura 3).

Figura 3. Formacéao de esferas através da extrusédo por tecnologia de vibracéo
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Fonte: Adaptado de Wheleham e Marison (2011).
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Quando um liquido é extrusado através de um bico a um determinado
escoamento, produzindo um jato laminar, este pode romper-se livremente em
comprimentos curtos por perturbacdes irregulares naturais. Estes segmentos, em
seguida, formam gotas esféricas, devido a forca de tensao superficial. Essas goticulas
entdo caem sobre uma solucédo de solidificacdo, promovendo a formacao da capsula.
Uma das formas de promover a solificacdo das capsulas é através da gelificacao
ibnica com o uso do polimero alginato de sédio (material encapsulante) e cloreto de
calcio (agente de solidificacdo). Neste caso, o calcio difunde-se para o interior das
goticulas do alginato, formando complexos polieletrélitos devido as cargas opostas
dessas macromoléculas. As ligagcbes cruzadas resultantes das interagfes
eletrostaticas entre os ions tornam a estrutura da capsula mais rigida, levando a
formacéo do encapsulado (WHELEHAM; MARISON, 2011).

Esta técnica permite a producdo de microesferas uniformes, monodispersas,
com tamanhos definidos. As caracteristicas das esferas formadas sdo dependentes
do diametro do bico, da velocidade de escoamento do jato laminar, da amplitude da
frequéncia e da viscosidade do liquido extrusado. Além disso, este método ndo afeta
a viabilidade celular, sendo ideal na aplicagdo em microrganismos (NEMETHOVA,
LACIK; RAZGA, 2014; WHELEHAM; MARISON, 2011). Porém, apesar de resultados
promissores, tem se demostrado de dificil aplicacdo em larga-escala (COGHETTO;
BRINQUES; AYUB, 2016b).

Um dos equipamentos disponiveis comercialmente, que produz esferas através
da extrusdo por tecnologia de vibracdo, € o Encapsulator B-395 Pro® (Buchi
Labortechnik, Switzerland). Este equipamento permite o encapsulamento de células e
microrganismos em condi¢cdes estéreis com diversos polimeros convencionais, como
alginato, gomas, proteina e celulose. Um esquema do funcionamento do Encapsulator

B-395 Pro® estd demonstrado na Figura 4.
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Figura 4. Etapas do encapsulamento através da extrusédo por tecnologia de vibragédo

Fonte: BUCHI —Encapsulator B-395 Pro (BUCHI — Ficha técnica Encapsulator B-395 Pro).

As etapas de seu funcionamento incluem:

(1) Mistura do microrganismo e do material encapsulante;

(2) Injecéo da mistura no sistema (por seringa ou ar comprimido);

(3) Vibracao aplicada sobre o jato laminar;

(4) Formacao das particulas;

(5) Fase de disperséao eletrostéatica para evitar a aglomeracéo das particulas;
(6) Controle da formacao das particulas por lampada estroboscépia;

(7) Polimerizacéo (solidificagéo) das particulas;

(8) Coleta dos encapsulados.

Poucos trabalhos na literatura descrevem o encapsulamento por tecnologia de
vibragdo, porém todos indicam a aplicabilidade para células bacterianas e a melhora
nas condicdes do encapsulado. Entre estas melhorias, pode-se destacar a producao
de cépsulas com forma padronizada, diminuicdo do tamanho da particula em relacao
a outros métodos e a protecao ao TGl (DEL GAUDIO et al., 2005; MARTONI et al.,
2008; MAZZITELLI et al., 2008).

De Prisco et al. (2015) encapsularam o probidtico Lactobacillus reuteri DSM
17938 atraves da extruséo por tecnologia de vibracao, utilizando alginato e quitosana
e estudaram a tolerancia das capsulas as condicbes adversas. Os autores
observaram que o processo néo afetou a viabilidade celular, obtendo um elevado

rendimento no encapsulamento (97%). Ainda, as capsulas apresentaram um diametro
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médio de 110 £ 5 um, valor adequado para aplicagdo em produtos alimenticios. O
processo melhorou a resisténcia dos microrganismos as condi¢des do TGI (pH 2,5;
0,5% de sais biliares), aléem de manterem-se estaveis ao armazenamento (28 dias em
diferentes solucdes salinas, a 4 °C).

Martoni et al. (2008) encapsularam L. reuteri e relataram a protecao das células
encapsuladas quando expostas a condi¢gbes adversas do TGI simulado (pH 2; 0,5%
de sais biliares).

Ainda, Shi et al. (2013) encapsularam L. bulgaricus em microesferas de
alginato-leite. O encapsulamento ndo afetou a viabilidade da bactéria, obtendo 100%
de rendimento do processo. Quando expostas ao TGl (pHs 2 e 2,5; 1 e 2% de sais

bilares), as células foram protegidas, sendo efetiva a barreira formada pela capsula.

3.3.1.2 Emulsificacao

O principio desta técnica é baseada na formacédo de emulsédo entre uma fase
continua (geralmente um 6leo vegetal) e uma fase descontinua (solucédo com células
vivas e um hidrocoldide), além da adicdo de um agente emulsionante ou tensoativo
(BURGAIN et al., 2011; MARTIN et al., 2015), como demonstrado na Figura 5.

Figura 5. Processo de encapsulamento por emulséo
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Fonte: Adaptado de Burgain et al. (2011).

A mistura homogeneizada formard uma emulsdo agua-0leo e, apds, um agente
de solidificacdo € adicionado para a formacao das capsulas. Técnicas de filtracdo sao
geralmente utilizadas para separacéo das capsulas ao final do processo (MARTIN et
al., 2015).
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Este método apresenta como vantagem a facilidade de ampliacdo da escala e
possibilita uma alta taxa de sobrevivéncia do microrganismo, porém ele proporciona
uma gama de tamanhos (geralmente entre 25 um a 2 mm) e forma de capsulas (KENT,;
DOHERTY, 2014; MARTIN et al., 2015). A concentracéo e a viscosidade da solucéo
do encapsulamento, antes da adicdo do agente de solidificacdo, a velocidade de
agitacao e o tipo de emulsificante utilizado s&o os principais parametros que controlam
o diametro final das capsulas formadas (IRAVANI; KORBEKANDI; MIRMOHAMMADI,
2014).

3.3.1.3 Liofilizacao (Freeze drying)

Nesse processo as células sao inicialmente congeladas, e através da aplicacéo
de vacuo e baixas temperaturas ocorre 0 processo de sublimacdo, havendo a
passagem da agua do estado liquido diretamente para o gasoso, secando o material.
Essa técnica € mais branda em relacdo a viabilidade dos microrganismos
encapsulados quando comparada a técnicas que utilizam calor. Porém, o
congelamento pode causar dano a membrana das células pela formacao de cristais,
além de causar condicbes de estresse por osmolaridade. Protetores podem ser
adicionados previamente ao processo de liofilizagcdo para contornar essa condicao,
como crio protetores (MARTIN et al., 2015). Como desvantagem, esta é uma técnica
de elevado custo quando comparada a outras técnicas de secagem, pela alta
demanda de energia envolvida no seu processamento (BURGAIN et al., 2011).

3.3.1.4 Spray drying

Entre os métodos de secagem mais utilizados na industria de alimentos e
proposto para a fabricacdo de encapsulados, a secagem por spray drying é a técnica
mais utilizada para a formacdo de capsulas secas que requerem a formacao
controlada de pequenas particulas (SU et al., 2007; DE VOS et al., 2010; IRAVANI;
KORBEKANDI; MIRMOHAMMADI, 2014). Neste método as células sao dissolvidas
em uma matriz polimérica (geralmente um hidrocol6ide), que tende a formar
microparticulas esféricas durante o processo de secagem. Esta solucdo é
pressurizada e atomizada, formando uma "névoa" no interior da camara de secagem.

Junto a isto, um ar quente é injetado na camara, permitindo a evaporacao do solvente.
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As capsulas sdo, em seguida, transportadas para um separador tipo ciclone e séo,
finalmente, recuperadas (BURGAIN et al., 2011; MARTIN et al., 2015; COGHETTO;
BRINQUES; AYUB, 2016b). Esse processo pode ser visualizado na Figura 6.

Figura 6. Processo de encapsulamento por spray drying
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Fonte: Adaptado de Martin et al. (2015).

A secagem por spray drying € um processo rapido e de baixo custo quando
comparado com outras técnicas, como a liofilizacdo. Além disso, é altamente
reprodutivel e adequado para aplicac6es industriais e permite operacdo em modo
continuo. Porém, a exposicao das células a alta temperatura na camara de secagem,
necessaria para facilitar a evaporacdo de agua durante sua passagem, pode
apresentar um impacto negativo em relacdo a sua viabilidade e, consequentemente,
sua atividade biolégica. O uso de temperaturas mais amenas, além de protetores
térmicos, podem ser aplicados, melhorando assim as condi¢des de sobrevivéncia do
microrganismo (DE VOS et al., 2010; BURGAIN et al., 2011; MARTIN et al., 2015).

Diversos estudos comparam a influéncia de diferentes materiais para o
encapsulamento por spray drying, visando minimizar o efeito causado pelas elevadas
temperaturas aplicadas. Os resultados demostram que a escolha do material
encapsulante empregado pode apresentar um efeito protetor contra o aquecimento,
levando ao aumento da taxa de sobrevivéncia dos probiéticos encapsulados, quando
comparados ao microrganismos livres expostos as mesmas condi¢cdes (DE CASTRO-
CISLAGHI et al., 2012; MACIEL et al.,2014; SOUKOULIS et al., 2014; ARSLAN et al.,
2015; ILHA et al., 2015).
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Jantzen, Gopel e Beermann (2013) microencapsularam Lactobacillus reuteri
com soro de queijo por spray drying e aplicaram temperaturas de 90 + 1 °C e 100 £ 1
°C para secagem. Apds o processo, foi observada uma reducgédo de 1,8 log UFC.g?
sobre a viabilidade da cepa, independente da temperatura utilizada. Os autores
sugerem que 0s constituintes presentes no material de parede foram relevantes para
manter a elevada taxa de bactérias viaveis (> 9 log UFC.g!) apés o encapsulamento
por spray drying.

Lavari et al. (2015) utilizaram permeado de soro no crescimento de
Lactobacillus rhamnosus 64, e soro de queijo em uma combinacdo de goma arabica,
ou maltodextrina, ou amido, ou soro concentrado para 0 encapsulamento com spray
drying. Nesse caso, a combinacao de soro de queijo e amido apresentou o maior efeito
protetor em relacdo a temperatura de 140 °C aplicada na secagem, com reducédo de
0,5 log UFC.g'. Mais uma vez, a capacidade de sobrevivéncia dos microrganismos
encapsulados foi atribuida & escolha do material encapsulante utilizado.

Da mesma forma, Hugo, Bruno e Golowczyc (2016) utilizaram permeado de
soro como meio de crescimento de L. plantarum CIDCA 83114, seguido da secagem
por spray drying a 170 °C, com e sem a adi¢do de galacto-oligossacidos (GOS). Os
autores ndo encontraram diferenca na viabilidade celular (>8 log UFC.g?) na adicédo
de GOS. Além disso, uma pequena redugdo de = 0,5 log UFC.g* foi obtida apés o
processo, demonstrando que o material encapsulante aplicado € adequado na
protecdo para as células bacterianas a elevada temperatura.

Esses estudos indicam que, mesmo com a aplicacdo de temperaturas mais
elevadas, se combinado com um adequado material encapsulamente, a técnica de
spray drying pode ser aplicada no encapsulamento de microrganismos mantendo sua

viabilidade celular em elevadas quantidades.

3.3.1.5 Spray freeze drying

O método de spray freeze drying (também chamado de spray cooling e spray
congealing) combina passos que sdao comuns ao spray drying e a liofilizacdo. As
células vivas, dissolvidas em uma solucéo polimérica, sdo atomizadas em uma fase
de vapor frio de um liquido criogénico produzindo uma dispersdo de goticulas

congeladas. Essas sao secas por meio da sublimacéo do solvente e conduzidas para
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um separador tipo ciclone, para recuperacéo ao final do processo (Figura 7) (OKURO,;
MATOS; FAVARO-TRINDADE, 2013; COGHETTO; BRINQUES; AYUB, 2016b).

Figura 7. Processo de encapsulamento por spray freeze drying
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Fonte: Adaptado de Okuro, Matos e Favaro-Trindade (2013).

Esta técnica permite a producdo de particulas com tamanho controlado.
Também podem ser revestidas de um invélucro adicional para aumentar a protecéo
contra efeitos adversos. No entanto, necessita do uso de alta energia, longo tempo de
processamento e alto custo, chegando a ser 30-50 vezes mais cara do que o0 spray
drying (BURGAIN et al., 2011; MARTIN et al., 2015).

3.3.2 Tipos de materiais encapsulantes

Os materiais comumente utilizados no encapsulamento de bactérias
probioticas incluem polissacarideos oriundos de algas marinhas (como carragena,
alginato), plantas (amido e seus derivados) e frutas (pectina), produtos resultantes do
metabolismo de bactérias (gomas gelana e xantana) e também proteinas animais
(proteinas do leite, gelatina). A selecdo do material vai depender tanto das
propriedades funcionais da matriz, quando da técnica utilizada para o encapsulamento
(ANAL; SINGH, 2007; MARTIN et al., 2015; BURGAIN et al., 2011).

A carragena € composta por repetidas unidades D-galactose-4-sulfato e 3,6-
anidro-D-galactose unidos por ligacdes glicosidicas alternadas. Sua gelificacdo é
dependente da temperatura (40 - 50 °C) e as capsulas séo formadas apos a adicao
de um agente de solidificagdo na mistura das células e polimero (ANAL; SINGH, 2007,

ROKKA; RANTAMAKI, 2010). As capsulas de carragena mantém os microrganismos
34



em um estado viavel, mas os géis produzidos sao frageis e ndo resistem a tensdes.
Para contornar essa limitacdo é possivel combind-la com outros polimeros,
produzindo microcapsulas mais estaveis e flexiveis (VIVEK, 2013).

Tee et al. (2013) encapsularam o probidtico L. plantarum utilizando carragena
como material de parede, através de trés técnicas (emulséo, liofilizagdo e extruséo).
Em relacéo a eficiéncia dos processos de encapsulamento, liofilizagao (89,48 + 3,2%)
e a extrusao (92,26 + 1,4%) ndo apresentaram diferencas significativas entre si, porém
obtiveram melhores resultados quando comparados a emulséo (82,19 + 0,71%).

O alginato (acido D-manuronico e L-guluronico) é o biopolimero mais utilizado
no encapsulamento de probitticos, devido a caracteristicas como baixo custo e
facilidade de utilizac&o por ser seguro para o uso com alimentos. Além disso, estudos
demonstram o efeito protetor do alginato sobre a viabilidade de probidticos em
condicdes adversas (GARCIA-CEJA et al., 2015). Porém, suas capsulas apresentam-
se muito porosas, causando uma rapida difusédo da matriz, reduzindo a barreira contra
condicGes desfavoraveis. Este material pode ser combinado com outros compostos
demostrando melhores resultados na incorporacdo e armazenamento de alimentos,
assim como na sobrevivéncia durante a passagem ao TGl (MARTIN et al., 2015).

Alves et al. (2015) avaliaram a sobrevivéncia de L. plantarum LP33 livre e
encapsulado com alginato de sédio, incorporado em uma matriz alimentar (pasta de
azeitona), nas temperaturas de 20 e 4 °C, durante 30 dias. Observaram uma reducéo
mais acentuada ao armazenamento na temperatura de 20 °C, com reducdes de = 2
log para o L. plantarum LP33 encapsulado e 4 log para o microrganismo livre. Quando
comparada ao armazenamento refrigerado (4 °C), as células mantiveram-se estaveis
por todo o periodo de armazenamento. O estudo sugere que 0 encapsulamento com
alginato auxilia na preservacdo das células durante o armazenamento, quando
incorporado a uma matriz alimentar.

As pectinas sdo extraidas industrialmente a partir de bagaco de macé e casca
de citrus, apresentando normalmente elevado grau de esterificacdo (> 50%).
Comumente sao utilizadas para aumentar a viscosidade e for¢ca de gel de produtos
alimentares. A pectina pode ser adicionada com o alginato no encapsulamento,
reforcando o gel e consequentemente seu efeito protetor. Além disso, contribui no

consumo de fibra dietética e aprimora o valor nutricional das capsulas (SANDOVAL-
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CASTILLA et al., 2010; BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015; ZHANG; LIN; ZHONG,
2016).

O amido é um polissacarideo composto por unidades de a-D-glicose unidos por
ligacdes glicosidicas (BURGAIN et al., 2011). O amido resistente é aquele que néo é
digerido por enzimas pancreéticas (amilases) ao longo do intestino delgado, podendo
ser utilizado como material encapsulante para garantir a viabilidade dos probio6ticos
desde a ingestdo do alimento, até atingir o colon. Além disto oferece uma o6tima
superficie de aderéncia no TGl (ANAL; SINGH, 2007). Geralmente o amido é
combinado com outros compostos para servir de material encapsulante, como soro
de queijo, atenuando o efeito protetor das BALs (LAVARI et al., 2015).

A goma gelana € um polissacarideo derivado de Pseudomonas elodea,
constituida por repetidas unidades de quatro monémeros (glicose, acido glucurdnico,
glicose e rhamnose). J& a goma xantana € um polissacarideo derivado de
Xantomonas campestris, constituido de repetidas unidades de penta sacarideos (duas
unidades de glicose, duas manoses e um acido glucurdnico). A mistura destas gomas
também tém sido utilizadas para encapsular células probidticas por apresentar uma
alta resisténcia a condicdes acidas da passagem ao TGl (VIVEK, 2013).

Diversos trabalhos utilizam a combinacao de polissacarideos para melhorar as
caracteristicas do encapsulado. O emprego de uma mistura de alginato, goma
xantana e quitosana (Al-Xa-Qui) no encapsulamento de L. plantarum LAB12 foi
descrito por Fareez et al. (2015), visando avaliar a tolerancia ao pH e a elevadas
temperaturas. O encapsulamento Al-Xa-Qui protegeu as bactérias (95%) incubadas a
pH 1,8 por 120 minutos, comparadas as células livres (51%). Além disso, quando
expostas a 75 °C, por 30 segundos, e 90 °C, por 5 segundos, os encapsulados
apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia (95,5% e 94,1%) quando comparadas
as células livres (57,8% e 58,4%), sugerindo que este método foi eficiente na protecéo
de organismos quando expostos a condi¢cdes adversas.

As proteinas do leite, principalmente produtos a base de caseina e proteinas
do soro, por apresentarem uma estrutura anfifilica, conferem excelentes propriedades
de superficie, permitindo a adsorcdo em interfaces de O6leo/agua e estabilizando
emulsdes. Como consequéncia de sua estrutura, flexibilidade e estado de agregacéao,

que séo influenciados por pH, forca i6nica e temperatura, sdo muito utilizadas como
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agentes emulsionantes, contribuindo para a estabilidade da superficie da capsula
(KEOGH; O’KENNEDY, 1999; LIVNEY et al., 2010).

Diversas abordagens que utilizam proteinas do leite sdo descritas na literatura
(DE-CASTRO-CISLAGHI et al.,, 2012; DUONGTHINGOC et al.,, 2013; KENT;
DOHERTY, 2014; MACIEL et al., 2014; ARSLAN et al., 2015; KHEM; SMALL; MAY,
2016). Burgain et al. (2013) encapsularam L. rhamnosus GG por emulsificacdo, com
proteinas do leite e do soro de queijo, obtendo uma eficiéncia de encapsulamento de
97%. Além disso, obtiveram particulas em torno de 60 um de diametro, ideal para a
incorporagao em alimentos. Quando testadas a condi¢des gastrintestinais, os isolados
encapsulados apresentaram uma sobrevivéncia de 99%.

Uma fonte alternativa e de baixo custo para obtencéo dessas proteinas sao os
subprodutos da industria de laticinios, entre eles destacam-se o soro de queijo e 0

permeado de soro.

3.3.2.1 Soro de queijo

O Brasil tem grande destaque na producdo mundial de leite. De acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no ano de 2015 foram produzidos
24,05 bilhdes de litros do produto, sendo que destes, 14,5% foram no Rio Grande do
Sul (IBGE, 2016). O Vale do Taquari, inserido na regidao central do estado, € uma das
regides de destaque na producéo leiteira, produzindo 321,4 milhdes de litros por
ano, correspondendo a aproximadamente 8% da produc&o nacional (EMATER,
2015).

O soro de queijo € o principal subproduto da industria de laticinios, gerado pela
producdo do queijo ou da caseina. E um liquido amarelo-esverdeado resultante da
precipitacdo das proteinas do leite. Ha dois tipos principais de soro gerados apos a
coagulacao, que classificam-se de acordo com sua acidez, sendo o soro acido (pH<5),
e o soro doce (pH entre 6 e 7) (CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013). A sua
composicao apresenta cerca de 50% dos solidos totais que constituiam o leite, sendo
destes praticamente 100% da lactose (>75% dos solidos) e 20% das proteinas
(SMITHERS, 2008; SMITHERS, 2015).

A quantidade de soro de queijo fabricado é relacionado com os valores de

produtividade do queijo, de forma que para produzir 1 kg do produto, 9 kg de soro séo
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gerados (SISO, 1996). Desta maneira, é considerado um dos maiores poluentes de
aguas residuais resultante da fabricacdo de produtos lacteos, ndo s6 pela grande
guantidade de volume gerado, mas também pela sua elevada carga organica
(CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013).

A poluicdo causada pelo soro de queijo € muito discutida, porém este
subproduto também representa uma excelente fonte de proteinas e peptideos
funcionais, lipideos, vitaminas, minerais e lactose, possuindo um alto valor nutricional
agregado. A aplicacdo de tecnologias no gerenciamento desse efluente visa recuperar
compostos valiosos, tais como proteinas e lactose. Atualmente, os processos de
valorizacéo aplicados ao soro de queijo constituem uma opg¢éo preferencial para o
tratamento desse subproduto (MOLLEA, MARMO E BOSCO, 2013; ILHA et al., 2015).
Aproximadamente 50% do soro de queijo produzido em todo o0 mundo é tratado e
incorporado em alimentos e para alimentagdo animal. Cerca de metade desse
montante é usado diretamente na sua forma liquida, 30% em forma de p6 de soro de
qgueijo, 15% como a lactose e seus derivados e 0 restante como concentrados
proteicos (MOLLEA, MARMO E BOSCO, 2013). No geral, duas diferentes opcdes sao
empregadas na aplicagdo do soro de queijo: a primeira € baseada na aplicacdo de
tecnologias para recuperar compostos de valor agregado tais como proteinas e
lactose; o segundo visa a aplicagéo de processos de fermentacao para a obtencao de
produtos de valor acrescentado (MOLLEA, MARMO E BOSCO, 2013).

Diversos trabalhos empregam a utilizacao do soro de queijo ou seus compostos
no encapsulamento de células bacterianas, com resultados promissores na protecao
desses microrganismos, resultante da interacdo destes, com 0s constituintes
presentes nos sub-produtos (DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; ILHA et al., 2015;
PINTO et al., 2015).

Ribeiro et al. (2014) avaliaram a viabilidade de L. acidophilus LA-5 encapsulado
com pectina e soro de queijo, em compara¢ao ao probidtico livre, inseridos em iogurte.
Foi observada uma melhora na sobrevivéncia dos microrganismos encapsulados
(62%), quando comparado ao probiotico livre (10%), além de uma menor pés-
acidificacdo e maior sobrevida ao armazenamento.

Da mesma forma, Ilha et al. (2015) avaliaram a resisténcia de Lactobacillus
paracasei ao encapsulamento por spray drying, utilizando leite desnatado

reconstituido e soro de queijo como agentes encapsulantes. Estes materiais
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forneceram protegcdo contra o processo de secagem, mantendo a viabilidade
bacteriana de 9,24 log UFC.g. Na exposicdo ao TGlI, pHs acidos apresentaram uma
reducdo de = 1 log, quando comparado as células livres (reducédo de = 4 log). Da
mesma forma, na presenca de sais biliares uma reducédo de = 2 log foi observada,
guando comparado ao controle (reducao de = 3 log).

O uso do soro de queijo como agente encapsulante se torna entdo uma
possibilidade de aplicacdo para este subproduto, a fim de melhorar a sua utilizacéo,
minimizar a quantidade descartada como residuo e ainda contribuir no
desenvolvimento de novos produtos alimenticios (PIMENTEL-GONZALEZ et al.,
2009; JANTZEN et al., 2013; MACIEL et al., 2014; SCHELL; BEERMANN, 2014).

3.3.2.2 Permeado de soro

O soro de queijo oriundo da producdo do queijo ou da caseina pode ser
submetido a um processo de ultrafiltragdo, para recuperagédo principalmente das
proteinas que séo utilizadas no desenvolvimento de produtos com alto valor agregado.
Deste processo resulta o permeado de soro, sendo constituido principalmente por
lactose e sais. O permeado apresenta mdultiplas aplicacdes, tais como uso em
produtos de panificio, misturas de especiarias, salgadinhos, misturas para bebidas,
entre outros. Além disso, devido ao seu alto teor de lactose, tem sido utilizado como
substrato que permite o crescimento de microrganismos probiéticos. Neste caso, 0
meio de crescimento tem a vantagem de ser mais econémico do que o comercial.
Porém muitas vezes € insuficiente para obter uma biomassa adequada de
microrganismos e € geralmente suplementada com outros compostos, tais como
extrato de levedura e vitaminas (HUGO; BRUNO; GOLOWCZYC, 2016). Novas
tecnologias tém sido desenvolvidas (usando nanofiltracdo ou osmose reversa) para a
concentracéo da lactose do permeado, visando sua aplicacdo na industria alimenticia
ou em procedimentos de fermentacdo farmacéutica. Além disso, o permeado de soro
€ uma fonte atraente de oligossacarideos para aplicacdo potencial na nutricdo
humana (MOLLEA; MARMO; BOSCO, 2013).

Uma aplicacdo que vem sendo descrita para o permeado de soro é o
encapsulamento. Hugo, Bruno E Golowczyc (2016) utilizaram permeado de soro como
meio de crescimento de L. plantarum CIDCA 83114, seguido da secagem por spray
drying com ou sem a adicdo de galacto-oligossacarideos (GOS) Seus estudos
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demostraram que este material encapsulante, mesmo isolado, é adequado na
protecdo do microrganismo ao processo de secagem, mantendo a viabilidade celular
acima de 8 log UFC.g1. Da mesma forma, Lavari et al. (2015) aplicaram permeado de
soro no crescimento de L. rhamnosus 64, e soro de queijo em uma combinacéo de
compostos (goma arabica/maltodextrina/amido/soro  concentrado) para o0
encapsulamento por spray drying. A sobrevivéncia dos microrganismos encapsulados
foi atribuida a combinacdo dos diferentes material encapsulantes aplicados com os
soros lacteos.

Multiplas possibilidades estdo disponiveis para valorizacdo do soro de queijo,
entretanto o permeado de soro € menos explorado. Neste sentido, a busca de
diferentes aplicacdes para esse subproduto se torna essencial, de forma a minimizar
cada vez mais o impacto gerado e fornecer uma finalidade para um composto com

propriedades valiosas.

3.3.2.3 Retentado de soro

Uma das formas de aproveitamento do soro é por meio do processo de
nanofiltracdo. Nesta tecnologia ocorre a retirada principalmente da &gua, sendo
retidos e concentrados todos os componentes do soro. Esse subproduto é
denominado retentado de soro (PINTO et al., 2015). Os avancos na tecnologia de
processamento do retentado de soro resultaram no desenvolvimento de produtos com
alto valor agregado, como os concentrados proteicos (whey protein concentrate -
WPC) e isolados proteicos (whey protein isolate - WPI). Porém esses produtos
demandam um alto custo de producao, pois empregam tecnologias na concentracao,
principalmente, das proteinas contidas no soro (30 — 90 %), e quantidades reduzidas
de lactose, gordura e sais (MOLLEA; MARMO; BOSCO, 2013).

Poucos trabalhos utilizam o retentado como material de parede no
encapsulamento de probioticos, porém todos demostram uma aplicacdo com potencial
para esse fim. Entre eles, Pinto et al. (2015) encapsularam Bifidobacterium BB-12 por
spray drying com soro retentado numa combinagdo com galactoligossacarideos
(GOS). Ambos, retentado ou combinado com GOS, mostraram-se apropriados na
protecdo de probidticos, mantendo uma alta viabilidade celular ao processo (acima de

8 log UFC.g?). Pimentel-Gonzalez et al. (2009) encapsularam L. rhamnosus por
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emulsdo utilizando soro retentado como material de parede. Este, além de contribuir
na estabilizacdo da emulsdo formada, protegeu as células a condi¢cdes adversas,
como baixos niveis de pH e presenca de sais biliares do TGI. Esses trabalhos indicam
que o retentado de soro € um material adequado na protecdo de microrganismos,
além de apresentar 6timas condi¢cdes de estabilizacdo de emulsdes. Desta forma,

torna-se uma alternativa promissora visando o encapsulamento de probi6ticos.
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4 MATERIAL E METODOS

A realizagdo deste trabalho foi desenvolvida em diferentes etapas. Estas
envolveram o estudo da resisténcia de microrganismos isolados as condi¢cdes
ambientais do TGI simulado, seguido da avaliacao do potencial de adesao de isolados
selecionados e encapsulamento por spray drying e extrusdo por tecnologia de

vibracéo. Essas etapas estao descritas na Figura 8.

Figura 8. Fluxograma geral do trabalho.
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4.1 Material

Todos os reagentes e meios de cultura utilizados foram adquiridos da Merck
(KGaA, Darmstadt, Alemanha) ou Sigma-Aldrich Co. Ltd. (St. Louis, MO, EUA).
Alginato de sédio e pectina de grau alimenticio foram adquiridos da Hexus Foods
Ingredients (Portdo, RS, Brasil).

Soro de leite, permeado de soro e retentado de soro in natura foram gentilmente

doados por laticinios da regido.

4.2 Avaliacéo da sobrevivéncia de BALs ao trato gastrintestinal simulado

4.2.1 Microrganismos e condigdes de cultivo

Os microrganismos avaliados estéo listados na Tabela 1. Foram utilizadas 109
bactérias isoladas de leite in natura e queijo colonial artesanal, fornecidas pela
empresa Launer Quimica Inddstria Ltda. Como microrganismos indicadores foram
utilizadas as cepas de colegcdes de cultura Lactobacillus casei ATCC 393,
Lactobacillus rhamnosus ATCC 10863, Lactobacillus paracasei CCT 6488,
Lactobacillus delbrueckii CCT 1644, Lactobacillus plantarum ATCC 8014. Além de
dois probidticos comerciais, Lactobacillus acidophilus (Danisco-Howaru) e
Bifidobacterium lactis (Danisco-Howaru). As bactérias foram incubadas em caldo MRS
(peptona de caseina 10 g.L?, extrato de carne 8 g.L!, extrato de levedura 4 g.L1,
glicose 20 g.L%, hidrogenofosfato dipotassico 2 g.L1, hidrogenocitrato diamoénico 2 g.L-
!, acetato de sodio 5 g.L?, sulfato de magnésio 0,2 g.L%, sulfato de manganés 0,04
g.L't, Tween 80® 1 g.L?), por 48 horas a 32 °C sem agitacdo. A contagem final de
microrganismos foi determinada de acordo com o nimero de unidades formadoras de

coldnias por mL (UFC.mL™1).
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Tabela 1. Microrganismos avaliados quanto as condi¢ées ambientais do TGI simulado

Isolado

L. paracasei CCT 6488* ML28 ML57 CH107
L. plantarum ATCC 8014* ML29b ML58 CH108
L. rhamnosus ATCC* 10863 ML29p ML59 CH109
L. casei ATCC 393* ML30 ML60 CH112
L. delbrueckii CCT 1644* ML31 ML61 CH113
L. acidophilus** ML32 ML62 CH114
B. lactis** ML33 ML64 CH115
ML1 ML34 ML65b CH116
ML2 ML36 ML66 CH117
ML4 ML37 ML67 CH118
ML5 ML38 ML69 CH119
ML6 ML39 ML70 CH120
ML7 ML40 ML71 CH121
ML8 ML41 ML73 CH123
ML10 ML42 ML74 CH124
ML11 ML43 ML75B CH129
ML12 ML44 ML75C1 CH130
ML15 ML46 ML75C2 CH131
ML17 ML47 ML76 CH132
ML18 ML47a ML78a CH133
ML19 ML47b ML78b CH134
ML20 ML48 ML80 CH135
ML21 ML50 ML82 CH136
ML22 ML50a ML88a CH137
ML23 ML50b ML89 CH140
ML24 ML51 ML99 CH141

ML25 ML55 ML103

ML26 ML56 CH104

*Colecdes de cultura; **Probidticos comerciais; ML: isolado de leite; CH: isolado de queijo.

4.2.2 Sobrevivéncia ao trato gastrintestinal simulado

A avaliacdo da sobrevivéncia dos isolados ao TGI simulado foi realizado de
acordo com Meira et al. (2012). As culturas previamente inoculadas e padronizadas
foram centrifugadas a 2370xg por 15 minutos a 4 °C, lavadas duas vezes com tampao

fosfato (10 mM pH 7,0) e ressuspendidas em solucdo de 0,5% (m/v) de NaCl. Para o
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ensaio da sobrevivéncia, uma aliquota de 0,2 mL dos isolados foram expostos na
presenca de 1,0 mL de suco gastrico e intestinal simulado. Suco gastrico simulado foi
preparado contendo 3,0 mg.mL"! de pepsina de mucosa gastrica de suino, 0,5% (m/v)
de NaCl ajustados a pH 2,0, 2,5 e 3,0. Suco intestinal simulado foi preparado contendo
1,0 mg.mL* de pancreatina, 0,5% (m/v) de NaCl ajustado a pH 8,0, sem e com 5,0
g.L'! de uma mistura 1: 1 de colato de sédio e deoxicolato de sddio. Apds, ambas as
solucdes foram esterilizadas por filtracdo com membranas de 0,22 um (Sartorius
Stedim Biotech, GmbH, Goettingen, Alemanha). As contagens de células viaveis
foram determinadas no momento inicial (zero) e apds 3 h para sobrevivéncia ao trato

gastrico simulado e 4 h para sobrevivéncia ao trato intestinal simulado.

4.2.3 Determinacdao de células viaveis

A contagem de células viaveis foi realizada por diluicao seriada dos tratamentos
em peptona bacteriologica 0,1%. A verificacdo da viabilidade foi realizada por técnica
de drop plate em agar MRS, incubadas a 32 °C por 48 horas.

A taxa de sobrevivéncia de cada condi¢ao foi calculada de acordo com Bao et
al. (2010), através da Equacéo 1:

log UFCN1

0
log UFC NO x 100%

Taxa de sobrevivéncia (%) =
(Equacéo 1)

Onde:

Ni1: contagem de células viaveis apos as condi¢cdes ambientais do TGlI;

No: contagem de células viaveis anteriormente as condi¢cdes ambientais do TGI.

4.3 Curvas de crescimento

Os microrganismos L. parabuchneri MLO4, L. paracasei ML13, L. paracasei
ML24, L. paracasei ML33, L. pentosus ML82, Enterococcus faecalis CH121, L.
plantarum CH131, L. paracasei CH135 e L. paracasei CH139, Lactobacillus
acidophilus (Danisco-Howaru) e Lactobacillus plantarum ATCC foram selecionados de
acordo com a sobrevivéncia as condicdoes ambientais do TGI para realizacdo de

curvas de crescimento. A construcdo das curvas teve como objetivo relacionar a
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densidade 6tica (D.0O.) com o nimero de células viaveis (UFC.mL™). Os isolados
previamente armazenados em glicerol a -20 °C foram pré-inoculados em meio MRS e
incubados por 48 h a 32 °C sem agitacdo. Destes, placas contendo agar MRS foram
estriadas por esgotamento para obtencao de culturas puras. Apos o crescimento, uma
colbnia isolada foi reinoculada em meio MRS liquido, e novamente incubada por 48 h
a 32 °C. Os inéculos foram entdo padronizados e uma aliquota de 5% foi adicionada
em frascos contendo caldo MRS e avaliadas quanto ao crescimento por 3, 6, 9, 15,
24, 29, 33 e 48 horas, até terem atingido a fase estacionaria. Ainda, em cada ponto
foram retiradas aliquotas para a determinagdo da D.O. a 600 nm em
espectrofotometro (UV-2600, Shimadzu, Kyoto 604-8511, Japan).

4.4 Capacidade de adesédo de BAL em linhagem de Caco-2

4.4.1 Microrganismos e condigdes de cultivo

Os isolados bacterianos L. parabuchneri MLO4, L. paracasei ML13, L. paracasei
ML24, L. paracasei ML33, L. pentosus ML82, Enterococcus faecalis CH121, L.
plantarum CH131, L. paracasei CH135 e L. paracasei CH139 foram selecionados de
acordo com a sobrevivéncia as condi¢cbes ambientais do TGl para realizacdo do
ensaio de adesao em Caco-2. Ainda, Lactobacillus acidophilus (Danisco-Howaru) e
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 foram utilizados como controle positivo. Todas as
culturas foram mantidas em estoque a -20 ° C em glicerol a 25%. As bactérias foram
incubadas em caldo (MRS) por 48 horas a 32 °C. A contagem final de microrganismos
foi padronizada e determinada de acordo com o nimero de unidades formadoras de

col6nias por mL (UFC.mL™1).

4.4.2 Cultura da linhagem celular de Caco-2

As células de adenocarcinoma de colon humano Caco-2 foram incubadas em
meio Eagle modificado por Dulbecco Low Glucose (DMEM-LG), suplementado com
10% de soro fetal bovino, penicilina, estreptomicina, 1% de aminoacidos nao
essenciais e bicarbonato de sddio (NaHCOs3). Células Caco-2 foram transferidas

(2x10° células.mLt) para placas de 12 pocos, contendo ao fundo, uma laminula de
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vidro de 13 mm de espessura. A linhagem celular foi mantida em atmosfera umida
(UR) a 37°C e 5% de CO: até atingir formacdo de monocamada (70 a 80% de

confluéncia) e foram utilizadas pés-confluéncia com 15 dias de cultura.

4.4 3 Ensaio de adesao de BALs em Caco-2

A capacidade de adesdo de BALs ao epitélio intestinal foi realizada de acordo
com Cravioto et al. (1979) e Gopal et al. (2001), com modificacbes. Caco-2 foram
lavadas por uma vez com tampao fosfato (pH 7,4) estéril. Em cada poc¢o da placa de
cultivo foi adicionado 1 mL de meio DMEM-LG completo isento de antibioticos,
contendo cada um dos isolados descritos no item 4.4.1 (1x108 UFC.mL™?). Ainda, um
poco isento de microrganismo foi utilizado como controle. As placas foram incubadas
por 3 horas a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% v/v de COz, e ap0s este periodo,
cada poco foi lavado trés vezes com tampédo PBS pH 7,4 estéril. Seguidamente, as
células foram fixadas com 1 mL de metanol por 30 minutos e coradas com coloragao
de Gram. As laminulas de vidro foram fixadas em laminas retangulares de vidro e
visualizadas em microscépio 6tico (CX31 — Olympus Corporation, Téquio, Japao) com
aumento de 1000X. Dez células Caco-2 foram utilizadas para calcular a média do
namero de BALs aderentes de 4 experimentos independentes. Os resultados dos
ensaios de ades&o sdo expressos como “indice de adesdo”, que é definido como o
namero de células bacterianas aderidas por 100 células epiteliais (n° BALs/100 células
Caco-2).

4.5 Encapsulamento de BAL

A técnica de encapsulamento de bactérias laticas foi realizada por spray drying

e extrusao por tecnologia de vibracao.

4.5.1 Analise fisico-quimica dos subprodutos da industria de laticinios

Soro de leite, permeado de soro e retentado de soro utilizados no processo de
microencapsulamento foram analisados em relacdo aos parametros fisico-quimicos
de acordo com a AOAC (2012). Sdélidos totais foram avaliados pelo método No.

990,20; teor de gordura pelo método No. 2000,18; proteina foi determinado pelo
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método de Kjeldahl, seguindo o procedimento elaborado no método No. 991,20;
cinzas pelo método No. 968,08; e teor de carboidratos foi calculada de acordo com o
método 986,25.

4.5.2 Microencapsulamento de L. plantarum ATCC 8014 por spray drying

4.5.2.1 Microrganismos e condicdes de cultivo

A cepa Lactobacillus plantarum ATCC 8014, mantida a -20 ° C em glicerol a
25% e utilizada neste estudo. Antes da conducéo dos experimentos, L. plantarum foi
inoculado em caldo MRS por 48 h a 32 °C sem agitacdo. A contagem final de
microrganismos foi determinada de acordo com o niumero de unidades formadoras de

coldnias por g (UFC.g1).

4.5.2.2 Producao de microcépsulas de L. plantarum ATCC 8014 por spray drying

Os materiais de parede utilizados para o preparo das solu¢cdes de alimentacao
foram soro de queijo, permeado de soro e retentado de soro. Antes da realizacao dos
experimentos, todas as solu¢gbes foram homogeneizadas e tratadas termicamente a
65 °C durante 30 min.

Células bacterianas previamente incubadas foram recolhidas por centrifugacao
(2.370xg, 10 min a 4 °C), lavadas duas vezes em tampéo fosfato (10 uM pH 7,0) e
ressuspendidos em cada uma das solugbes de alimentacdo. Estas foram entdo
microencapsuladas utilizando um spray dryer de escala de laboratério (Labmaq - MSD
0,5, Sao Paulo, SP, Brasil), operando a temperatura constante, com ar de entrada de
90 °C e ar de saida de 75 °C. As solucbes de alimentacdo contendo L. plantarum
foram mantidas sob agitacdo a temperatura ambiente e injetadas na camara de
secagem através de uma bomba peristaltica, a uma vazao de alimentacao de 0,25
L.h"1 e vazdo de ar de 2,5 m3.mint. As amostras secas em pd das microcapsulas de
soro de queijo (MS), microcapsulas de permeado (MP) e microcapsulas de retentado
de soro (MR) foram recolhidas a partir de separador tipo ciclone e armazenadas em

frascos estéreis.
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4.5.2.3 Viabilidade das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014

L. plantarum foi enumerada para verificagdo da sua viabilidade por drop plate
em agar MRS de acordo com Kim et al. (2008), com modificacdes. Para determinar a
contagem de células viaveis dos encapsulado, 0,1 g de cipsulas foram suspensas em
10 mL de tampéo fosfato (100 mM pH 7,4) e agitadas durante 15 min utilizando um
agitador magnético, até a liberacdo completa das bactérias contidas nas
microcapsulas. As unidades formadoras de col6nia (UFC.g!) foram determinadas por
diluicbes seriadas em placas contendo agar MRS e incubadas a 32 °C por 48 h. A
sobrevivéncia de L. plantarum apés o processo de spray drying foi realizada de acordo
Pinto et al. (2015), com modificacles, e expressos pela reducéo de log, como descrito

na Equacao 2:

Reducdo log = log Nb — log Na (Equacéo 2)

Onde Nb é o nimero de células viaveis (log UFC.g') nas solugées de alimentagdo
antes do processo de secagem por spray drying, e Na é o niUmero de células viaveis

(log UFC.g}), apés o processo, nas microcapsulas.

4.5.2.4 Sobrevivéncia das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 ao

armazenamento

Os produtos secos por spray drying foram armazenados em frascos estéreis a
20 °C, sob condi¢gbes que mimetizam o armazenamento normal de prateleira, sem a
necessidade de refrigeracdo. A sobrevivéncia dos microencapsulados contendo L.
plantarum ao armazenamento foi determinada diretamente apds o processo de spray
drying, e durante 8 semanas. A amostragem foi realizada em 4, 7, 14, 21, 28, 35, 42,

49 e 56 dias, conforme descrito no item 4.5.2.3.
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4.5.2.5 Sobrevivéncia e pH das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 em

leite

L. plantarum livre e MS, MP e MR foram incorporadas em leite. 1 g das
microcapsulas foram adicionadas a 100 mL de leite intergral, homogeneizadas e
armazenadas a 4 °C durante 6 semanas. A amostragem foi realizada em 0, 4, 7, 14,
21, 28, 35 e 42 dias. Foram avaliadas a viabilidade das células livres e
microencapsuladas inseridas em leite retirando 1 mL de cada amostra, através o
método descrito no item 4.5.2.3, além da evolucdo da acidificacdo pela medicdo do

pH empregando método potenciométrico.

4.5.2.6 Sobrevivéncia das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 ao trato

gastrintestinal simulado

Amostras de MS, MP e MR armazenadas a 20 °C, assim como inseridas em
leite a 4 °C, foram expostas a solucBes gastrointestinais simuladas para a
determinacdo da capacidade de sobrevivéncia de L. plantarum em 0 e 28 dias de
armazenamento. O ensaio foi realizado de acordo com metodologia proposta por
Meira et al. (2012) com algumas modificagbes. Para MS, MP e MR armazenadas a 20
°C, 0,1 g foram incubadas a 37 °C na presenca de 1,0 mL de sucos simulados. Para
MS, MP e MR, inseridas em leite e armazenadas a 4 °C, 1,0 mL foi incubado a 37 °C
na presenca de 1,0 mL de sucos simulados. O preparo dos sucos simulados, assim
como a determinacado das contagens de células viaveis estdo descritos nos itens 4.2.2
e 4.2.3 respectivamente. Ainda, L. plantarum livre e L. plantarum livre inserida em leite

foram expostas em sucos gastrintestinais simulados e utilizadas como controle.

4.5.2.7 Caracterizagdo das microcapsulas

A caracterizacdo de MS, MP e MR foi realizada imediatamente ap0s o processo

de secagem por spray drying.
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4.5.2.7.1 Morfologia e tamanho de particula

As amostras foram analisadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
(LS 10 - Carl Zeiss, Jena, Alemanha), a uma tensdo de aceleracéo de 20 kV, para
verificacdo da morfologia da superficie das microcapsulas, bem como a estimativa do
seu tamanho. Todas as amostras foram fixadas e tratadas por pulverizagdo em uma
metalizador (Q 150R ES - Quorum Technologies, East Sussex, Inglaterra) com ouro-

paladio e, em seguida, observadas em modo alto vacuo.

4.5.2.7.2 Umidade e atividade de 4gua

A umidade contida nas microcapsulas foi determinada gravimetricamente por
secagem em estufa de acordo com AOAC (2012) Método No. 990,20. A atividade de
agua foi medida logo apés a secagem das amostras utilizando o instrumento para
atividade de agua Aqualab (Aqualab Lite - Decagon, Pullman, WA 99163, USA). O

equipamento foi calibrado com soluc¢des padréo fornecidas pelo fabricante.

4.5.2.7.3 Andlise de cor

A analise de cor foi realizada com colorimetro Konica Minolta CM-5 (Chiyoda,
Toquio, Japdo), e aescala L *, a*, b *foi utilizada para a medicao dos parametros. O
eixo L * varia de 0 a 100, indicando a variagéo de cor de preto para branco. O eixo a
* indica a variacao de vermelho (+) e verde (-). O eixo b * indica a variacdo de amarelo

(+) para azul (-).

4.5.3 Encapsulamento através da extrusdo por tecnologia de vibracao

4.5.3.1 Microrganismos e condi¢cdes de cultivo

Os isolados bacterianos utilizados foram L. paracasei ML33, L. pentosus ML82
e Lactobacillus plantarum ATCC 8014, sendo mantidos em estoque a -20 °C em
glicerol 25%. Antes da conducdo do experimento, as bactérias foram incubadas em

caldo MRS, por 48 horas a 32 °C sem agitacao. A contagem final de microrganismos

51



foi padronizada e determinada de acordo com o nimero de unidades formadoras de
coldnias por mL (UFC.mL™1).

4.5.3.2 Producdo de encapsulados através da extrusdo por tecnologia de

vibragcéo

O encapsulamento de células bacterianas foi realizado através do Encapsulator
B-395 Pro (BUCHI Labortechnik AG, Meierseggstrasse 40, CH-9320 Flawil 1,
Switzerland), equipado com um bico de 80 um e uma bomba de seringa, de acordo
com De Prisco et al. (2015). A seringa utilizada no sistema de alimentagao foi
carregada com 15 mL de uma mistura 1:1:1 dos materiais encapsulantes com as
bactérias previamente inoculadas. Os materiais de parede aplicados foram alginato
de Sddio 1,5% (m/v), pectina 1,25% (m/v), além de soro de queijo (SQ) ou permeado
de soro (PS). A solucédo foi injetada a uma taxa de alimentacdo de 5 mL/min,
frequéncia de vibracdo de 1740 Hz e tensdo de eletrodo de 950 mV. As capsulas
foram solidificadas em 200 mL de uma solucdo CaClz (0,5 M), sob agitacdo, durante
cerca de 30 minutos. Ao final do encapsulamento, as suspensdes contendo as
microcépsulas foram recolhidas em frascos estéreis, filtradas, ressuspendidas em 100
mL de tampao fosfato (10 mM pH 7,0) e armazenadas a 4 °C. Foram produzidos
encapsulados de Al-Pec-SQ (Alginato-Pectina-Soro de Queijo) e Al-Pec-PS (Alginato-
Pectina-Permeado de Soro) para cada um dos isolados (L. paracasei ML33, L.
pentosus ML82 e L. plantarum ATCC 8014).

4.5.3.3 Viabilidade dos encapsulados a extruséo por tecnologia de vibracéao

As bactérias contidas nas microcapsulas foram enumeradas para verificacao
da viabilidade, por drop plate em placas contendo agar MRS, de acordo com Kim et
al. (2008), com modificacdes. Para determinar a contagem de células viaveis dos
encapsulados, 1 mL das capsulas foram suspensas em 9 mL de tampéao de fosfato
(100 mM pH 7,4) e agitadas durante 15 min, a 180 RPM em agitador orbital até a
liberacdo completa das bactérias. As unidades formadoras de colonia (UFC.mL™?)
foram determinadas por diluices seriadas em placas contendo agar MRS e incubadas
a 32 °C por 48 h.
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4.5.3.4 Sobrevivéncia dos encapsulados obtidos através da extrusdo por

tecnologia de vibragdo ao armazenamento

Os encapsulados foram armazenados durante 28 dias a 4 °C e a contagem de
células viaveis foi realizada diretamente ap0s o processo de encapsulamento e apés

4,7, 14, 21 e 28 dias, conforme descrito no item 4.5.2.3.

4.5.3.5 Sobrevivéncia dos encapsulados obtidos através da extrusdo por

tecnologia de vibragcdo ao trato gastrintestinal simulado

Amostras dos encapsulados foram expostas a solucbes gastrointestinais
simuladas para a determinacdo da capacidade de sobrevivéncia dos isolados. O
ensaio foi realizado de acordo com metodologia proposta por Meira et al. (2012) com
algumas modificacdes. 1,0 mL de cada encapsulado foi incubado a 37 °C na presenca
de 1,0 mL de sucos simulados. O preparo dos sucos, assim como a determinacao das
contagens de células viaveis estdo descritos nos itens 4.2.2 e 4.2.3 respectivamente.
Ainda, amostras ndo encapsuladas dos isolados L. paracasei ML33, L. pentosus ML82
e L. plantarum ATCC 8014 foram expostas em sucos gastrintestinais simulados e

utilizadas como controle.
4.6 Andlise estatistica

Os resultados das andlises de todos os experimentos foram calculados como a
média de experimentos independentes. ANOVA e teste-t (Biostat 5.3) foram aplicados

para determinar diferencas significativas entre as médias; significancia foi declarada

para p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacédo da sobrevivéncia de BAL ao trato gastrintestinal simulado

Na selecdo de microrganismos probidticos, uma caracteristica essencial é a
sobrevivéncia, da passagem as condi¢cdes adversas do TGI. O baixo pH do estbmago,
em conjunto com a atividade proteolitica das enzimas digestivas, € o primeiro e um
dos mais importantes desafios a serem superados por um isolado (BURNS et al.,
2014). Sendo assim, as BAL isoladas de leite in natura e queijo foram inicialmente
avaliadas quanto a exposicdo as condicbes ambientais do trato gastrico e do trato
intestinal simulado. Foram analisados 109 isolados de leite e queijo, além de 5
microrganismos de colecdes de cultura e 2 probiéticos comerciais (Anexo A). Foi
avaliada a taxa de sobrevivéncia (%) de todos os isolados testados de acordo com o
item 4.2.3.

5.1.1 Avaliagao ao trato gastrico

Na avaliacdo ao trato géastrico, as bactérias foram incubadas em solucdes
simuladas contendo 3 mg/mL de pepsina, acidificada para pH 2, 2,5 e 3 durante 180
minutos. Nenhum isolado sobreviveu a exposicédo ao pH 2. Resultado semelhante foi
encontrado por Pieniz et al. (2014), que ao avaliarem o potencial probidtico de
Enterococcus durans LAB18s, constataram que na passagem ao trato gastrico
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simulado, embora a cepa tenha apresentado alta tolerancia a condi¢cfes &cidas, para
o pH 2, a condi¢cdo mais extrema, ndo houve sobrevivéncia do microrganismo apos
180 minutos de incubacdo. Da mesma forma, Tulumoglu, Kaya e Simsek (2014) nao
observaram taxa de sobrevivéncia para Lactobacillus fermentum para o mesmo pH.
Segundo o autor, o pH baixo do estbmago € uma condi¢cao severa na sobrevivéncia
do microrganismo. Mas considera-se que o pH do estbmago durante a ingestao de
alimentos pode aumentar para 4,5, o que melhora a condi¢do de exposi¢cdo em que a
bactéria é inserida.

Na exposi¢éo aos pHs 2,5 e 3, houve um aumento da viabilidade das bactérias
expostas as condi¢des do trato gastrico, de 80 a 100%, sendo mais evidente com o
aumento do pH (Anexo B). A influéncia do pH é relevante na viabilidade das células,
a resisténcia das bactérias frente a esse parametro € dependente tanto da cepa,
quanto ao pH considerado (SAITO et al., 2014). Esse fato foi descrito, da mesma
forma, por Meira et al. (2012), nos ensaios in vitro para tolerancia ao TGl de 20
Lactobacillus isolados de queijo de ovino. Observaram que a tolerancia acida é
especifica da cepa, e a sensibilidade dos mesmos é aumentada com valores de pH
inferiores a 3. Ressaltam que essa tolerancia pode estar relacionada com a diferenca
da atividade de H*-ATPase, proteina que controla a concentragdo de H* intracelular,
mantendo assim a homeostase do pH e a viabilidade celular. Além disso, a quantidade
e o0 estado fisiologico da bactéria podem contribuir para a sua sobrevivéncia, ja que
0s probidticos séo principalmente inseridos em produtos lacteos fermentados e, sendo
assim, as proteinas do leite podem reforcar a protecdo ao microrganismo dando
suporte a tolerancia ao suco gastrico (DARDIR, 2012; TUO et al., 2013).

5.1.2 Avaliacéao ao trato intestinal

Na avaliacdo ao trato intestinal, as bactérias foram incubadas a solucdes
simuladas contendo 1 mg/mL de pancreatina a pH 8, na auséncia e presenca de 0,5%
de sais biliares (mistura 1:1 de colato de sédio e deoxicolato de sédio), durante 240
minutos. A resisténcia a sais biliares € considerada uma caracteristica probiotica
importante, ja que a pancreatina (secrecdo pancreatica que contem enzimas
digestivas) é considerada téxica para a maioria dos microrganismos. Porém, autores

relatam que as enzimas digestivas, contendo pepsina e pancreatina, embora
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consideradas toxicas a bactéria, ttm pouca influéncia sobre a tolerancia gastrintestinal
do probiético, sendo fatores criticos o baixo pH e a concentracdo de sais biliares
presentes (RANADHEERA et al.,2014).

Este fato pode ser observado nos resultados apresentados (Anexo B), de forma
que na grande maioria dos isolados, na presenca de pancreatina, a sobrevivéncia é
maior e quase nao apresenta diferencas quando comparado ao tempo inicial, com
resultados na faixa de 100% de sobrevivéncia. Porém, quando expostos a presenca
de sais biliares ha uma diminuigdo em torno de 10% (= 6 log UFC.mL™?) da viabilidade
dos isolados.

Resultado semelhante foi encontrado no estudo do potencial probidtico de
Lactobacillus isolados de polpa de frutas por Garcia et al. (2016). Os autores avaliaram
a tolerancia de 5 bactérias ao TGI, sendo expostos a diferentes concentracdes de sais
biliares (0,15; 0,30; 1,00 %). Foi observado que mesmo nas concentracées mais
elevadas de sais, 0s microrganismos mantiveram-se vidveis, sem apresentar
diferengca quando comparados a contagem celular inicial (= 7 log UFC.g!). Em
contraste, Ranadheera et al. (2014) avaliaram o potencial de L. acidophilus LA-5,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 e Propionibacterium jensenii 702 em
combina¢gdes com culturas fermentadas de leite de cabra. Na exposicdo ao trato
intestinal, na presenca de pancreatina e na auséncia de sais biliares ndo observaram
diferencas na viabilidade das bactérias. Porém, uma reducdao significativa (> 2 ciclos
log) foi observada na presenca de 0,3% de sais biliares. Essa concentracao € inferior
a utilizada nesse trabalho, e apresentou uma reducéo semelhante na viabilidade dos
isolados.

Para uma cepa ser considerada probidtica, o primeiro passo € a tolerancia do
microrganismo as condi¢cdes adversas do TGI, para que possam atingir, aderir e
proliferar no intestino, desempenhando as func¢des benéficas ao hospedeiro. Além
disso, é de extrema importancia que ela permaneca viavel quando incorporada em
alimentos até o0 momento do consumo, sem comprometer os atributos sensoriais
(ANVISA, 2008). Portanto, uma selecdo adequada de cepas que tolerem o TGl e
atinjam o intestino em elevadas quantidades € de extrema importancia.

Ja é constatado que os probidticos apresentam diversos efeitos benéficos
sobre a saude, sendo assim, a entrada do probi6tico no hospedeiro através de uma

matriz alimenticia € um dos meios mais adequados para maximizar sua eficicia, além
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de minimizar os efeitos prejudiciais causados por ambientes adversos ao qual ele
pode ser exposto (RYAN et al., 2008).

Para os posteriores ensaios de adesédo e encapsulamento foram selecionadas
BALs ja identificadas por sequenciamento do rDNA 16S, com sobrevivéncia acima de
70% (Anexo B) em todas as condi¢bes ao qual foram expostos. Exceto para pH 2,
onde nenhum microrganismo manteve-se viavel apds o periodo de incubacgéo). Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Taxa de sobrevivéncia (%) dos isolados selecionados expostos as

condi¢des ambientais do TGI simulado

Trato géstrico (%) Trato intestinal (%)
Isolado

pH 2,5 pH 3 0% sais biliares 0,5% sais biliares
L. parabuchneri ML4 86,57 86,24 99,38 97,43
(1,03) (0,84) (0,58) (0,37)
L. paracasei ML 13 84,93 99,76 100,00 90,52
(1,12) (0,39) (0,30) (2,63)
L. paracasei ML 24 73,65 100,00 99,99 90,88
(1,36) (0,83) (0,94) (1,28)
L. paracasei ML 33 80,96 95,30 94,59 100,00
(0,40) (0,20) (0,67) (1,29)
L. pentosus ML 82 88,30 89,00 98,74 79,60
(1,29) (2,06) (0,05) (0,90)
Enterococcus faecalis CH121 88,03 97,13 100,00 100,00
(0,52) (1,76) (0,98) (0,91)
L. plantarum CH 131 81,42 92,45 91,52 86,18
(1,01) (1,04) (1,90) (0,22)
L. paracasei CH 135 85,53 97,34 100,00 100,00
(0,27) (1,15) (0,58) (0,35)
L. paracasei CH 139 88,81 93,02 100,00 100,00
(0,75) (0,74) (0,19) (0,60)

ML.: isolados de leite; CH: isolados de queijo. Média (desvio padréo), n=2.

Os isolados selecionados apresentaram viabilidade superior a 70% na
exposicao ao trato gastrico e 79% ao trato intestinal. Em sua maioria, esses resultados
estdo acima de 6 log UFC.mL". A contagem de microrganismos para um produto ser

7

considerado probidtico € estabelecido de acordo com a legislacdo de cada pais,

57



entretanto, niveis entre 10% e 10° UFC/g tém sido sugeridos (FAO/WHO, 2002;
ANVISA, 2008), estando os isolados estudados em conformidade com esses valores.
Ainda, quando o probidtico € inserido em um alimento, e este ingerido, o nivel de pH
do estbmago pode aumentar, melhorando a condicdo da exposicdo do mesmo e
consequentemente sua viabilidade (TULUMOGLU; KAYA; SIMSEK, 2014).

5.2 Curvas de crescimento

Células em meio de cultura possuem um padrdo de crescimento que pode ser
representado através de uma curva de crescimento. Esta reflete as etapas de
adaptacao das células as condi¢cdes ambientais, permitindo controlar a fase em que
as células serdo utilizadas em um experimento (ALVES; GUIMARAES, 2010). Na
Figura 9 estdo relacionadas as curvas de crescimento para o0s isolados L.
parabuchneri MLO4, L. paracasei ML13, L. paracasei ML24, L. paracasei ML33, L.
pentosus ML82, Enterococcus faecalis CH121, L. plantarum CH131, L. paracasei
CH135 e L. paracasei CH139 e controles L. plantarum ATCC 8014 e L. acidophilus.

Figura 9. Curvas de crescimento dos isolados selecionados para os testes de adeséo
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= = = L. acidophilus; ***===*** : L. plantarum ATCC 8014; — — —: L. parabuchneri ML4; — - -: L.
paracasei ML13; : L. paracasei ML24; — : L. paracasei ML33; — —: L. pentosus ML82;
----- . E. faecalis CH121; : L. plantarum CH131; =— =—: L. paracasei CH135; . L.

paracasei CH139. Média (desvio padrdo), n=2.
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A construcdo da curva de crescimento permite estipular o nimero de células
em determinado intervalo de tempo. Desta forma, pode-se observar que o perfil de
crescimento € semelhante para todos os microrganismos avaliados, e a fase
estacionaria, na qual os experimentos sdo desenvolvidos, no geral € atingida a partir
de 17 horas de incubacédo. Ainda, a construcao das curvas tem o intuito de relacionar
a densidade 6tica (DO) com a contagem celular em UFC.mL"! (Anexo C). Ainda, pode-
se avaliar a fase do desenvolvimento no qual a bactéria se encontra através da
densidade 6tica, pela relacdo entre DO e nimero de UFC.mL™! presentes na amostra

(Anexo C) até determinado tempo.

5.3 Habilidade de adesdo de BALs isoladas

Um importante critério na selecédo de bactérias probioticas é a capacidade de
adesao no epitélio intestinal. Diversos estudos destacam o uso de linhagens celulares,
principalmente Caco-2, como modelo in vitro para avaliar o potencial de colonizacao
de isolados bacterianos (RIEDEL et al., 2006; CANDELA et al., 2008; TSAl etal., 2011,
RANADHEERA et al., 2014; FENG et al., 2015; UROIC et al., 2016; BELGUESMIA et
al., 2016). Desta forma, a habilidade de adesé&o das bactérias laticas em células Caco-
2 foram testadas nesse estudo e confirmada para todos os isolados avaliados. Estes
foram divididos em 3 grupos considerando o resultado de adesdo. Os que
apresentaram alta aderéncia (> 1500 bactérias/100 células), moderada aderéncia
(1000—1490 bactérias/100 células) e baixa aderéncia (< 1000 bactéria/100 células). A
Figura 10 mostra imagens obtidas por microscopia Optica das BALs aderidas na

monocamada de células Caco-2.
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Figura 10. Adesao de BALs em células Caco-2

(a) Controle negativo; (b) L. acidophilus aderido em Caco-2 (alta aderéncia); (c) L. paracasei CH 135
aderido em Caco-2 (moderada aderéncia) e (d) L. paracasei CH 139 aderido em Caco-2 (baixa
aderéncia). Visulizacdo em microscopio 6tico com magnitude de 1000X.

A média do niumero de BALs aderidas em 100 células Caco-2 foi determinada

pelo indice de adeséo de acordo com Gopal et al. (2001) e esta descrito na Tabela

3.

Tabela 3. indice de ades&o de BALs em células Caco-2

Isolado

indice de adesdo em Caco-2

(n° BALs/100 células Caco-2)

rrmo-rH r— — — r— r—

. acidophilus
. plantarum ATCC 8014

. parabuchneri ML4
. paracasei ML 13

. paracasei ML 24

. paracasei ML 33

. pentosus ML 82

. faecalis CH121

. plantarum CH 131
. paracasei CH 135
. paracasei CH 139

1,5.10° (3,4.10%)
1,62.103 (2,32.10?)
1,30.103 (7,12.10%)
1,23.103 (8,04.10%)
1,42.10° (1,02.10?)
2,24.10° (4,56.102)
1,45.10° (1,70.10?)
1,40.103 (6,55.10%)
1,02.103 (1,82.10?)
1,43.10° (6,80.10%)
7,37.102 (5,79.10%)

Bactérias aderentes em 100 células Caco-2. Média (desvio padréo), n=3.
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Alta aderéncia foi observada nos microrganismos controle, L. acidophilus e L.
plantarum ATCC 8014 (1,5.10° bactérias/100 células), além do isolado L. paracasei
ML33, que obteve o maior indice (2,24.102 bactérias/100 células). A maioria das BALs
apresentaram adesdo moderada (1,02 — 1,45.102 bactérias/100 células), e apenas o
isolado L. paracasei CH139 apresentou baixa aderéncia (7,37.10% bactérias/100
células). Isso indica que a capacidade de adesdo é especifica para cada cepa. Esse
processo envolve varias propriedade bioquimicas e biofisicas, tanto para a bactéria
como para a linhagem tumoral. Isso inclui interacdes eletrostaticas, hidrofobicidade e
estruturas celulares especificas. Essas propriedades podem variar entre diferentes
linhagens, e levar a variagbes na habilidade de adesédo desses microrganismos
(RANADHEERA et al., 2014). Em estudo semelhante Ren et al. (2014) avaliaram a
habilidade de 9 isolados de Lactobacillus aderir em células Caco-2. Da mesma forma,
os resultados demostram que, embora os isolados sejam do mesmo género, nao
exibiram capacidade semelhante de adesdo. Valores de 912 a 73 bactérias/100
células foram encontrados, e séo inferiores a adesé@o dos Lactobacillus encontrados
nesse trabalho (Tabela 3), com em média, o dobro da capacidade.

Candela et al. (2008) avaliaram a interacéo de Lactobacillus e Bifidobacterium
em células epiteliais intestinais. O isolado L. plantarum Barl0 apresentou a melhor
adesdo, com 2,53.10° bactérias/100 células. J& L. acidophilus Barl3 uma adeséo
moderada de 5,28.10? bactérias/100 células. Ainda em trabalho anterior, Candela et
al. (2005) avaliou a adesdo de 9 Bifidobacterium em células Caco-2. Um fenotipo
extremamente varidvel de adesdo pode ser observado com os diferentes isolados,
sendo gque em sua maioria, uma contagem de 3.102 bactérias/célula foi encontrada.
Por fim, Kim; Park; Ji, (2003) caracterizaram o potencial de adesao de Bifidobacterium
em células Caco-2. Mais uma vez, variacdes na aderéncia entre as bactérias testadas,
mesmo que do mesmo género, foram observadas. Nesse caso, 0s autores demostram
uma adeséao de 500 bactérias/50 células Caco-2 como melhor resultado apresentado.

A capacidade de bactérias laticas em aderir as células epiteliais intestinais tem
um papel importante no estabelecimento e colonizacdo do trato gastrintestinal. Essa
associacao é responsavel por mediar a interacédo entre a bactéria e o sistema imune
do hospedeiro, exercendo importantes funcdes benéficas. Além disso, a bactéria
compete com agentes patdbgenos que possam estar presentes nesse ambiente (REN

et al., 2014). Desta forma, todos os isolados testados apresentaram potencial de
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adesdo nas células intestinais, de forma isolada, podendo contribuir na manutencao

no organismo.

5.4 Encapsulamento de BALs

5.4.1 Analise fisico-quimica de subprodutos da indastria de laticinios

A incorporacdo de ingredientes no desenvolvimento de novos produtos que
oferecem beneficios de salde é crescente. Sendo assim, a adaptacdo de novas
tecnologias industriais tornam-se necessarias, aliada ao baixo custo de producéo
(LAVARI et al., 2014). A inclusédo de subprodutos do processamento de alimentos é
uma alternativa para minimizar o impacto dos residuos descartados, dando a eles uma
nova aplicacdo. Entre eles, os subprodutos dos laticinios tém destaque de aplicacédo
para o encapsulamento de microrganismos (PIMENTEL-GONZALEZ et al., 2009;
BURGAIN et al., 2013; LAVARI et al., 2014; ARSLAN et al., 2015; LAVARI et al., 2015;
SLUKOVA et al., 2016). Estes sdo gerados no processamento da industria de
laticinios, e responsaveis por demandar alto custos de tratamento devido a sua
elevada carga organica (CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013). No entanto, para a
aplicacdo na producdo de alimentos, € essencial conhecer a composi¢cado destes,
visando assim a sua aplicabilidade. Desta forma, na Tabela 4 estdo descritas as
caracteristicas fisico-quimicas de soro de queijo, permeado de soro e retentado de

soro, sub-produtos utilizado neste trabalho.

Tabela 4. Caracterizacao fisico-quimica do soro de queijo, permeado e retentado
utilizados na producao das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014

L Sdlidos totais Cinzas Lipidios Proteina Carboidratos
Caracterizagao
(%) (%) (%) (%) (%)
Soro de queijo 6,18 (0,01) 0,37 (0,02) 0,20 (0,04) 0,37 (0,04) 5,24 (0,03)
Permeado 6,57 (0,03) 0,45 (0,05) 0,21 (0,06) 0,06 (0,02) 5,85 (0,04)
Retentado 17,88 (0,06) 1,15 (0,03) 0,33 (0,09) 1,37(0,10) 15,03 (0,07)

Média (desvio padrao), n=3.

As caracteristicas fisico-quimicas de sub-produtos estdo associadas aos
processos de separagdo em que estes sao submetidos. Soro de queijo e permeado

diferem entre si, principalmente, na quantidade de proteinas, que € mais pronunciada
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no soro de queijo, como descrito na Tabela 4. 1sso ocorre pois as proteinas contidas
no soro de queijo sdo separadas por um processo de ultrafiltracdo, produzindo o
permeado, que € majoritariamente constituido por lactose e sais. Assim, é provavel
gue a quantidade de carboidratos presentes no permeado seja praticamente a lactose
(HUGO; BRUNO; GOLOWCZYC, 2016). Ja o retentado de soro é obtido a partir do
soro de queijo pelo processo de nanofiltragdo. Neste caso, todos 0os componentes s&o
concentrados pela remocéo da agua, proporcionando um aumento destes, e obtendo

o retentado de soro.

5.4.2 Microencapsulamento por spray drying

5.4.2.1 Viabilidade das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 apds spray
drying

A viabilidade de L. plantarum ATCC 8014 apds o processo de encapsulamento
por spray drying utilizando soro de queijo, permeado e retentado de soro estdo

descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Viabilidade de L. plantarum ATCC 8014 antes e apés spray drying utilizando

soro de queijo, permeado e retentado como material encapsulante

Microcapsulas NuUmero de células viaveis Reducao log

Antes do spray Apo6s o spray drying

drying (log UFC.g%) (log UFC.g?)
Soro de queijo 10,68 (0,05) 10,26 (0,06) 0,42b
Permeado 10,88 (0,12) 9,98 (0,01) 0,902
Retentado 10,08 (0,11) 10,00 (0,08) 0,08

ab Média (desvio padrdo), n=3. Diferentes letras sobrescritas indicam diferenca significativa (p < 0,05).

A contagem inicial antes do processo de encapsulamento foi na faixa de 10,08-
10,88 log UFC.g* e apds o processo, o nimero de células viaveis reduziu 0,08-0,90
ciclos log. Microcapsulas de permeado (MP) apresentaram uma reducdo mais
pronunciada na viabilidade celular (p <0,05). A protecdo da célula bacteriana no
encapsulamento é adquirida principalmente pela interacéo entre proteinas e acucares

presentes nos subprodutos aplicados como materiais de parede. No caso do
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permeado, 0 seu principal constituinte € a lactose (LAVARI et al., 2015; HUGO;
BRUNO; GOLOWCZYC, 2016). Sendo assim, a agrega¢do das moléculas pode ser
afetada reduzindo o efeito protetor a célula. Microcapsulas de soro (MS) e
Microcapsculas de retentado (MR) apresentaram resultados semelhantes apds o
encapsulamento (p > 0,05) por apresentarem proteinas e lactose como principais
constituintes. A principal diferenca entre ambos é a quantidade de agua presente,
resultante do processo aplicado na concentracdo do soro de queijo.

Jantzen, Go6pel e Beermann (2013) estudaram o processo de
microencapsulamento de Lactobacillus reuteri com soro de queijo por spray drying,
utilizando duas temperaturas para secagem (55 + 2 °C e 65 £ 2 °C). Foram aplicadas
9,20 log UFC.g! de bactérias, e apds o processo de encapsulamento uma reducéo de
1,81 log UFC.g*! foi observada, independente da temperatura. Com temperatura
superior de secagem, e 0 mesmo material encapsulante, um reducdo em torno de 4
vezes menor foi encontrada neste trabalho (Tabela 5).

Duongthingoc et al. (2013) avaliaram o efeito do pH (entre 4 e 7) e temperatura
(70-90 °C) aplicada no microencapsulamento de Saccharomyces boulardii por spray
drying. Utilizaram como material de parede o isolado proteico de soro, um produto dos
laticinios, porém com alto valor agregado. Apds o processo, a temperatura de 90 °C
(pH 4) registrou a maior viabilidade celular (reducdo de 0,43 log CFU.mL). Uma
temperatura similar foi aplicada nesse trabalho (70 a 90 °C), obtendo da mesma forma,
uma reducdo semelhante da viabilidade do microrganismo. Porém, materiais de
parede de baixo custo foram aplicados, e demonstraram ter 0 mesmo potencial de
protecdo ao microrganismo.

A alta temperatura aplicada no processo de spray drying € um fator critico na
viabilidade das bactérias (SOUKOULIS et al., 2014). No entanto, € necesséria para
promover a evaporacdo de agua das capsulas, para que a umidade seja de 4-7%,
mantendo a estabilidade do encapsulado (JANTZEN; GOPEL; BEERMANN, 2013).
Geralmente temperaturas na faixa de 120 a 180 °C sao utilizadas no encapsulamento
por spray drying (RODRIGUES et al., 2011; DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012;
LAVARI et al., 2014; MACIEL et al., 2014; SOUKOQULIS et al., 2014; ILHA et al., 2015;
PINTO et al., 2015; HUGO; BRUNO; GOLOWCZYC, 2016), porém essa faixa pode
ser prejudicial quando aplicada em microrganismos. Portanto, o uso de temperaturas

mais amenas para a secagem pode ser aplicado como uma alternativa para minimizar
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este impacto, melhorando a eficiéncia do encapsulamento. Diante disso, a
temperatura de 90 °C foi utilizada nesse estudo e provou ser uma condi¢ao apropriada
para o encapsulamento com soros lacteos, mantendo a viabilidade das células apés
0 processo de spray drying (Tabela 5).

Hugo, Bruno e Golowczyc (2016) aplicaram permeado de soro como meio de
crescimento e material encapsulante de L. plantarum CIDCA 83114, na presenca ou
auséncia de galacto-oligossacidos (GOS). As microcapsulas foram obtidas por spray
drying, a uma temperatura de 170 °C. Os autores ndo encontraram nenhuma diferenga
na viabilidade celular (valor acima de 108 UFC.g?) no uso de GOS, demonstrando que
o permeado € um material de parede adequado, e confere protecdo para as células
bacterianas a temperaturas elevadas aplicadas no processo de secagem.

Em estudo com soro de queijo e retentado de soro, Pinto et al. (2015)
produziram microcdpsulas de Bifidobacterium BB-12 por spray drying a 150 °C, na
presenca ou auséncia de prebiéticos (inulina ou polidextrose) juntamente com o
material da parede. Da mesma forma, os autores ndo observaram diferenca entre o
uso de ambos soros lacteos isolados (reducéo 0,44-0,53 log UFC.g™t), ou na presenca
de inulina. Ja a adicao de polidextrose apresentou uma reducdo mais acentuada de
células viaveis (0,42-0,77 log UFC.g1). Esses resultados corroboram com os descritos
neste trabalho (Tabela 5), indicando que os soros aplicados séo eficientes na protecao
de probidticos, mesmo em elevadas temperaturas de secagem aplicadas ao processo
de spray drying.

Soros lacteos sdo uma fonte alternativa e rentavel da obtencéo de proteinas e
acucares, e de acordo com estudos da literatura, sdo adequados no uso como
materiais encapsulantes. Porém, na sua maioria, sdo combinados com outros agentes
protetores. Esse estudo demonstrou que mesmo isolados, ou seja, sem a adicdo de
um outro agente, o uso desses soros demostraram ter o mesmo efeito protetor no

encapsulamento de bactérias por spray drying.
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5.4.2.2 Sobrevivéncia das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 ao

armazenamento

As microcapsulas (MS, MP e MR) foram armazenadas a 20 °C. Esta
temperatura foi escolhida porgue € a maneira mais econdmica para armazenamento
de produtos secos. A sobrevivéncia das microcapsulas de L. plantarum foram
avaliadas em diferentes momentos, por um periodo de 56 dias, e os resultados sao

mostrados na Figura 11.

Figura 11. Viabilidade das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 (log

UFC.g?) durante 56 dias de armazenamento a 20 °C
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As MS e MP néo apresentaram reducao na viabilidade ap6s o armazenamento,
mas MR obteve uma reducédo de 1,11 ciclos log (p <0,05) apés 56 dias. No entanto,
todas as microcapsulas mantiveram uma contagem de L. plantarum acima de 6
log.UFC.g, que é a quantidade minima exigida de bactérias probiéticas em alimentos
funcionais (FAO/WHO, 2002). No mesmo periodo, ndo foi observada diferenca
estatistica (p> 0,05) entre a viabilidade das MS e MP, indicando que o material da
parede foi capaz de proteger as bactérias encapsuladas.

De Castro-Cislaghi et al. (2012) avaliaram a sobrevivéncia de Bifidobacterium
Bb-12 microencapsulado com soro de queijo por spray drying. A contagem celular
manteve-se constante com valores acima de 9 log UFC.g' apés 12 semanas de
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armazenamento, porém a uma temperatura de 4 °C. Resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho, porém sem a necessidade de resfriamento. Nas mesmas
condi¢cbes de armazenamento, Hugo, Bruno e Golowczyc (2016) microencapsularam
L. plantarum CIDCA 83.114 com permeado de soro na auséncia e presenca de
galactooligosacarideos (GOS) por spray drying e armazenaram as microcapsulas
durante 70 dias a 20 °C. Apés 10 semanas uma reducédo de 2,5 log UFC.g* foi
observada, mesmo na combinacédo com GOS. Este é um indicativo de que o permeado
de soro, utilizado como material da parede, € adequado para o encapsulamento de
microrganismos. Uma reducdo semelhante foi descrita por Coghetto et al. (2016a) no
microencapsulamento de L. plantarum com alginato de sddio por electrospray. Os
autores avaliaram a viabilidade das microcapsulas armazenadas durante seis meses
a 25+ 1 °C, sem o uso de refrigeracdo das mesmas. Eles observaram uma reducao
de 3,5 log UFC.g*! ap6s o periodo de armazenamento. Entretanto, obtiveram uma
concentracdo final acima de 7 log UFC.g?, que é acima da recomendacdo de
microrganismos inseridos em alimentos funcionais.

Um fator importante que pode contribuir na viabilidade celular no periodo de
armazenamento sdo as propriedades dos materiais de parede aplicadas. A lactose,
acucar presente no leite, juntamente com as proteinas do soro de queijo,
principalmente compostas por B-lactoglobulina, a-lactoglobulina e glicomacropéptido,
sdo muito aplicadas no encapsulamento de bactérias. Elas interagem com os
fosfolipidios da membrana celular do microrganismo durante a remocao da agua no
processo de secagem, e sao responsaveis pela protecdo das células ao longo do
periodo de armazenamento (SMITHERS, 2008; CARVALHO; PRAZERES; RIVAS,
2013; MACIEL, et al., 2014; SMITHERS, 2015). Além disso, ha necessidade crescente
no desenvolvimento de produtos em po6 secos, principalmente aqueles que contém
células vivas, para que se mantenham viaveis ao longo do tempo em temperatura
ambiente. O custo de manutencao e distribuicdo de alimentos que utilizam a cadeia
do frio para o armazenamento é drasticamente aumentada, dificultando sua incluséo
no mercado. Desta forma, desenvolver técnicas que proporcionem uma maior
estabilidade das células ao longo do tempo sem a necessidade de um fator adicional
para sua manutencao diminui o custo e amplia 0 mercado dos alimentos funcionais
(COGHETTO; BRINQUES; AYUB, 2016b).
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5.4.2.3 Sobrevivéncia e capacidade de acidificacdo das microcapsulas de L.

plantarum 8014 armazenadas em leite

As microcapsulas (MS, MP e MR) foram incorporadas no leite e armazenadas
a 4 °C durante 42 dias. Além disso, uma amostra de L. plantarum n&o encapsulado foi
exposto diretamente no leite, e utilizada como controle. A contagem de células viaveis

estd demostrada na Figura 12.

Figura 12. Mudancas no pH e contagem de células viaveis (log UFC.g') no
armazenamento a 4 °C em leite
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ATCC 8014 livre; — — Microcapsulas de soro de queijo; - Microcapsulas de permeado de soro;
—— Microcépsulas de retentado de soro. ¢ Média (desvio padrdo), n=3. Letras diferentes
sobrescritas no mesmo periodo indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Para todos as amostras armazenadas, a contagem de células manteve-se
elevada e constante (> 9 log CFU.g'), possivelmente devido a lenta desintegracédo
das microcapsulas durante o periodo armazenado. Além disso, L. plantarum livre
manteve-se estavel ao longo do tempo, sugerindo que o substrato (lactose) disponivel
foi permeavel a microcdpsula, sendo utilizado como fonte de energia para o processo
de fermentacdo dos microrganismos (ANAL; SINGH, 2007). A técnica de
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encapsulamento aplicada nesse trabalho, bem como as condi¢gdes experimentais,
foram capazes de assegurar uma maior viabilidade dos microrganismos aplicados em
produtos lacteos, quando comparado a estudos ja publicados. Por exemplo, Ribeiro
et al. (2014) encapsularam L. acidophilus LA-5 com pectina e concentrado proteico de
soro (WPC), um produto de alto valor agregado, derivado do soro de queijo, por
gelificacdo ibnica e complexo de coacervagdo. As microcapsulas foram expostas em
iogurte e armazenanadas por 35 dias a5 + 1 °C. A contagem celular inicial foi = 7 log
CFU.mL! e ap6s o armazenamento uma reducdo de 0,20-0,98 ciclos log foi
observada. De Castro- Cislaghi et al. (2012) microencapsularam Bifidobacterium BB-
12 com soro de leite por spray drying e incorporaram esses encapsulados em
sobremesas lacteas. Apds 6 semanas de armazenamento foi observada uma reducéo
de 1,16 + 0,05 log UFC.g%, porém, ainda assim as células mantiveram-se estaveis
com uma elevada contagem acima de 7 log UFC.gl. Ozer et al. (2009)
microencapsularam B. bifidum BB-12 e Lactobacillus acidophilus LA-5 com alginato e
K-carragena, aplicando as cépsulas no periodo de amadurecimento de queijos. A
sobrevivéncia foi avaliada por 90 dias. Para BB-12 livre, uma reducéo de 3,93 log foi
observada, enquanto as células microencapsuladas apresentaram uma reducdo
menor, na faixa de 2,23-2,75 log. Para LA-5 a reducdo manteve-se estavel, com 3,01
ciclos log para a célula livre e 1,45- 2,04 ciclos log nas microcapsulas.

Na figura 12 observa-se que o pH do leite foi significativamente afetado (p
<0,05) pela insercdo de células livres ou microencapsuladas. Durante o
armazenamento, o leite contendo as células livres apresentou uma rapida
acidificacdo, quando comparada com o0s microencapsulados. Até 14 dias de
armazenamento, MS, MP e MR mantiveram o pH constante, diferindo apenas da
célula livre. No entanto, apos 42 dias, ao final do armazenamento, todas as amostras
apresentam o mesmo valor (p> 0,05) com o pH 4,14 £ (0,21). Assim como para a
viabilidade celular, os resultados de reducdo do pH sugerem que a lactose foi
permeavel a microcapsula, permitindo o0 processo fermentativo desses
microrganismos. Porém, as microcapsulas dificultaram o acesso desse substrato, o
que pode ser verificado pela diferenca nos tempos iniciais de acidificacdo entre a
célula livre e encapsulada. Ribeiro et al. (2014) expuseram L. acidophilus LA-5 livre e
encapsulado em iogurte, o microrganismo livre acidificou mais (pH 4,17) quando

comparado ao microencapsulado (pH 4,34), que manteve-se constante apos 7 dias
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de armazenamento, resultado semelhante ao encontrado nesse trabalho. A menor
acidificacao de leite e seus derivados contendo microcapsulas sugere que 0 processo
de encapsulamento reduz a atividade microbiana.

A viabilidade de L. plantarum microencapsulado por secagem por spray drying
demonstra que os subprodutos lacteos aplicados tém um potencial na utilizagdo como
agentes protetores no encapsulamento de microrganismos quando inseridos em

produtos alimentares.

5.4.2.4 Sobrevivéncia das microcéapsulas de L. plantarum ATCC 8014 ao trato

gastrintestinal simulado

Diversas BALs sao responsaveis por promover beneficios a saude, como a
producéo de acido e/ou bacteriocinas, melhora do sistema imune e competicdo com
patégenos. Para isso, elas devem ser metabolicamente estaveis e ativas, além de
sobreviver a passagem do trato gastrintestinal em grande namero, para, assim, atingir
o intestino e promover seus efeitos benéficos no hospedeiro (ANAL; SINGH, 2007,
VIVEK, 2013; MARTIN et al., 2015). Portanto, é de extrema importancia avaliar a
viabilidade de microrganismos a exposicdo de enzimas, baixos niveis de pH do
estdbmago e presenca de sais biliares no intestino.

A viabilidade do L. plantarum livre e livre inserida no leite, bem como as MS,
MP e MR armazenadas a 20 °C e inseridas no leite armazenadas a 4 °C durante 28
dias foram avaliadas quanto ao trato gastrintestinal simulado, e estdo descritas na
Figura 13.
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Figura 13. Viabilidade de L. plantarum ATCC 8014 (log UFC.g}) durante a exposicado

ao trato gastrintestinal simulado, em 0 e 28 dias de armazenamento
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TG (Trato gastrico): Suco géstrico durante 180 minutos (a) pH 2, (b) pH 2,5 e (c) pH 3; Tl (Trato
intestinal) suco intestinal durante 240 minutos (d) sem sais biliares e (e) com 0,5 % (m/v) de sais biliares.

B | plantarum ATCC 8014 livre armazenado em leite a 4 °C; B Ms armazenadas a 20 °C; O vs
armazenadas no leite a 4 °C; E MP armazenadas a 20 ° C; a8 MP armazenadas no leite a 4 °C; E

MR armazenadas a 20 °C; B MR armazenados em leite a 4 °C. 94 Média (desvio padrdo), n=3.
Diferentes letras sobrescritas no mesmo periodo indicam diferenca significativa (p <0,05). ND = Nao

detectado.

No geral, as amostras livre e microencapsuladas de L. plantarum (Figural3 a-
e) demonstraram resultados semelhantes de viabilidade (p> 0,05) quando inseridas
no leite (8,76 — 9,19 log UFC.g?). Apés 28 dias de armazenamento, estes resultados
mantiveram-se semelhantes (8,90 - 9,19 log UFC.g'), sem perda na viabilidade
celular. A capacidade de sobrevivéncia de L. plantarum livre inserida no leite ao longo
do tempo pode ser sugerida pelo aumento do pH do meio na presenca desse alimento.
Segundo Tulumoglu, Kaya & Simsek (2014), o pH no estbmago humano pode

aumentar durante a ingestao de alimentos para um valor préximo de 4,5, melhorando
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a capacidade de sobrevivéncia de microrganismos. Neste caso, a exposicdo das
bactérias em leite ao TGl foi um fator que contribuiu na sua viabilidade, provavelmente
pelo aumento do pH do meio, ocasionado pelo pH do leite que é proximo a 7
(CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013).

Para o trato gastrico, testado pela incubagéo de 3 mg.mL* de pepsina a pH 2,
2,5 e 3, a maior capacidade de sobrevivéncia de L plantarum foi observada nas
microcapsulas armazenadas a 20 °C, onde, no tempo inicial (9,52-10,38 log UFC.g?)
e apos 28 dias de armazenamento (9,30-10,20 log UFC.g?) os resultados mantiveram-
se elevados e semelhantes. A presenca de pepsina e diferentes pHs no qual as
microcépsulas foram expostas (Figura 13a-c), ndo afetou a viabilidade das células.

Para trato intestinal, as amostras foram incubadas com 1 mg.mL?' de
pancreatina a pH 8, com ou sem adicao de 0,5% (m/v) sais biliares. Na presenca de
pancreatina (Figura 13d), todas as microcapsulas apresentaram viabilidade celular
semelhante tanto no tempo inicial, anteriormente ao processo de digestdo, como apos
28 dias de armazenamento, sendo esse superior a 8 log UFC.mL™1. No geral, enzimas
digestivas tais como a pepsina e pancreatina, embora consideradas danosas para o
microrganismo, tém menos influéncia sobre a viabilidade das bactérias, e os fatores
como baixo pH e a concentracdo de sais biliares presente séo criticos (RANADHEERA
et al., 2014). Entretanto, observou-se que a principal perda de viabilidade ocorreu na
presenca de 0,5% (m/v) de sais biliares (Figura 13e), para MP. Neste caso, uma
reducdo de 5 log CFU.mL* foi encontrada no tempo inicial, e apés 28 dias de
armazenamento nenhum L. plantarum sobreviveu nas microcapsulas. Estes
resultados podem ser associados com a composi¢ao fisico-quimica dos subprodutos
aplicados como material da parede. O permeado de soro tem um teor menor de
proteinas em sua composicdo, devido ao seu processo de producdo, sendo
constituido, principalmente, de lactose. Isto pode diminuir o seu efeito protetor, na qual
€ causado pela interacdo entre as proteinas e a lactose presente no soro (YOUNG;
SARDA; ROSENBERG, 1993; MACIEL et al., 2014).

Aléem disso, uma amostra de L. plantarum ndo encapsulado foi exposta
diretamente no trato gastrintestinal simulado, e utilizado como controle. Neste caso
isolados exibiram uma tolerancia menor quanto as amostras microencapsuladas. Para
trato gastrico em pH 2 néo foi observada sobrevivéncia das células bacterianas,

enquanto que para pH de 2,5 e 3 uma reducgéo de 5 log ciclos e 1,9, respectivamente
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foi observada. Para trato intestinal, a contagem de células manteve-se semelhante na
auséncia de 0,5% (m/v) sais biliares, mas na presenga, uma redugao de 0,67 log foi
observado.

Estes resultados indicam que o L. plantarum ATCC 8014 foi protegido,
principlamente nas amostras microencapsuladas com soro de queijo e retentado de
soro, criando um ambiente adequado para a sobrevivéncia desses em condi¢des
acidas e sais biliares simulando o TGI. A viabilidade das bactérias inseridas em
alimentos durante a vida de prateleira, assim como a passagem através do TGI podem

ser assim melhoradas pelo processo de microencapsulamento.

5.4.2.5 Caracterizacdo das microcapsulas

5.4.2.5.1 Morfologia e tamanho de particula

A morfologia bem como o tamanho de particula sdo diretamente influenciados
por parametros da secagem, como a solucdo de alimentacdo, tipo de bico
pulverizador, pressdo de atomizacéao e taxa de alimentacdo (ILHA et al., 2015). Além
disso, as microcapsulas ndo podem afetar as propriedades sensoriais quando
inseridas em produtos alimenticios, para isso devem apresentar valores de diametro
<100 mm (BURGAIN et al., 2011; MARTIN et al., 2015).

A Figura 14 revela as micrografias de MEV das microcapsulas secas por spray
drying, utilizando como materiais encapsulantes soro de queijo (Figura 14a-b),

permeado de soro (Figural4c-d) e retentado de soro (Figura 14e-f).
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Figura 14. Microfotografias de MEV das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014
obtidas por spray drying

10 pm 10 pm 10 pm

Soro de queijo (a) 15000 x (b) x 4000; permeado (C) x 15000 (d) x 4000; e retentado (E) 15000 x (f) x
4000.

O uso dos diferentes materiais de parede ndo mostrou diferencas nha
morfologia. Todas as microcdpsulas apresentaram formato esférico com parede
continua, sem quaisquer fendas e fissuras na superficie das particulas. Isso é um
atributo benéfico, pois um material de parede continuo protege o encapsulado,
implicando na sobrevivéncia de L. plantarum. O tamanho da particula foi semelhante
entre as amostras, com a didametro médio de 7,0 £ 1,0 um. Em geral, particulas com
caracteristicas semelhantes foram descritas em outros estudos prévios da literatura,
no entanto aplicando apenas um destes materiais da parede (RIVEROS; FERRER,;
BORQUEZ, 2009; SOUKOULIS et al., 2014; ILHA et al., 2015; PINTO et al., 2015). As
variacdes no didametro das cépsulas em diferentes trabalhos pode ser atributo por

diferentes tamanhos do bico de pulverizacdo aplicados no processo de spray drying.

5.4.2.5.2 Umidade, atividade de dgua e analise de cor

As microcapsulas contendo L. plantarum apresentaram resultados de umidade,
atividade da agua e cor de acordo com o tipo de material de parede aplicado, como

demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Caracteristicas das microcapsulas de L. plantarum ATCC 8014 preparadas

com soro de queijo, permeado e retentado

Microcépsulas Umidade (%) Atividade de agua Parametros de cor

L* = 93,75 (0,57)
Soro 4,15 (1,33) 0,251 (0,01) a* = 0,42 (0,20)
b* = 9,83 (0,48)

L* = 97,38 (0,23)
Permeado 3,05 (0,33) 0,189 (0,11) a* =-0,80 (0,12)
b* = 5,82 (0,16)
L* = 82,84 (0,17)
Retentado 3,78 (0,87) 0,196 (0,02) a* = 3,17 (0,04)
b* = 22,63 (0,14)

Média (desvio padrdo), n=3.

A maior umidade, em média, foi da MS com 4,15 + 1,33%, seguido da MP 3,05
+ 0,33% e MR com 3,78 + 0,87%. A atividade da &gua do pé obtido foi de 0,251 +
0,01, 0,196 + 0,189 e 0,02 + 0,11, respectivamente. Este teor de umidade encontrado
pode ser responsavel por manter as bactérias viaveis, evitando a morte celular durante
0 armazenamento da cultura seca. Ja a atividade de agua de todas as microcapsulas
estdo no intervalo de produtos atomizados (<0,60). Além disso, estes parametros sao
fatores criticos que influenciam a estabilidade ao armazenamento de microrganismos,
para que possam sobreviver melhor, com menos agua no meio (DE CASTRO-
CISLAGHI et al., 2012).

A analise colorimétrica das microcapsulas secas por spray drying estdo
descritas na Tabela 6, onde o parametro L* foi elevado para todos os materiais da
parede aplicado nos microencapsulados, indicando uma cor clara, tendendo ao
branco. O parametro a* apresentou valor positivo para MS e MR, tendendo ao
vermelho, e negativo para MP, tendendo a verde. O parametro b* mostrou valor
positivo para os trés tipos de microcdpsulas, tendendo a cor amarela. Esses
parametros de cor encontrados podem ser explicados primeiramente pela cor do soro
de queijo, considerado um subproduto amarelo-esverdeado (SISO, 1996;
CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013). Alem disso, a tendéncia a estas coloracdes
esta provavelmente relacionada a reacdo de Maillard, que ocorre pela reducao entre
0S acucares e proteinas durante o processo de microencapsulamento (DE CASTRO-

CISLAGHI et al., 2012). O conhecimento do perfil colorimétrico das microcapsulas é
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importante quando visa-se a aplicacdo dos mesmos em produtos alimenticios, de

forma que n&o este ndo afete a sensorialidade do produto.

5.4.3 Encapsulamento através da Extruséo por tecnologia de vibragéo

5.4.3.1 Viabilidade dos encapsulados apds a extrusdo por tecnologia de

vibracao

Entre as diversas tecnologias empregadas no encapsulamento de probiéticos,
0 método de extrusao € provavelmente o mais ameno no uso com células bacterianas,
pois envolve o gotejamento de uma solucao hidrocoléide contendo os probidticos em
uma solucéo de solidificacdo. Neste método esta inserida a tecnologia de vibragéo
(WHELEHAN; MARISON, 2011; SHI et al., 2013; DE PRISCO et al., 2015). O material
encapsulante mais utilizado nesta técnica € o alginato de sodio, por sua atoxicidade,
biocompatibilidade e baixo custo. Porém, este hidrocoldide apresenta uma protecao
limitada ao material encapsulado. Ele forma matrizes porosas que facilitam a difuséo
de compostos, sendo sensivel, principalmente, a condi¢des &cidas (SHI et al, 2013).
Em diversos trabalhos, outros constituintes s&o adicionados como material
encapsulante, visando melhorar o efeito protetor fornecido pela capsula (SANDOVAL-
CASTILLA et al., 2010; CHEW et al., 2015; BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015;
PANKASEMSUK et al., 2016). Portanto, o desenvolvimento de novas abordagens de
producéo de microparticulas com reducédo na porosidade e liberacéo controlada pode
ser conseguido através da combinacdo de alginato com materiais complementares. A
pectina apresenta uma acao sinergética com esse material, e ja tem sido utilizada para
a imobilizacao de diversas drogas e substancias ativas (CHEW et al., 2015).

Ainda, componentes do leite, como proteinas e acucares, vém sendo aplicados
devido a sua estrutura e propriedades fisico-quimicas, incluindo a habilidade de se
ligar a pequenas moléculas, as suas propriedades de gelificacdo, interagcdes com
outros polimeros, e suas propriedades relacionadas as substancias bioativas, que
contribuem na manutencdo a saude (SMITHERS, 2008; EL-SALAM; EL-SHIBINY,
2015). Como j& descrito anteriormente, uma fonte alternativa para obtencdo dessas
proteinas sdo os soros lacteos, subprodutos oriundos dos processos dos laticinios.

Portanto, a combinacdo desses constituintes foi aplicado e a viabilidade dos

isolados antes e apOs o0 processo de encapsulamento atraves da extrusdo por
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tecnologia de vibragcdo, utilizando Alginato-Pectina-Soro de queijo (Al-Pc-SQ) e
Alginato-Pectina-Permeado de soro (Al-Pc-PS) estédo descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Viabilidade dos encapsulados (log UFC.mL™?) antes e apés a extrusdo por

tecnologia de vibracéo

NuUmero de células viaveis

) | Antes do ApOs o encapsulamento
Microcapsulas Isolado
encapsulamento (log UFC.mL1)
(log UFC.mL™?)
L. plantarum ATCC 8014 10,66 (0,17) 9,01 (0,05)P¢
Al-Pc-SQ L. paracasei ML33 9,47 (0,17)ab.c 9,12 (0,58)P¢
L. pentosus ML82 10,43 (0,11)ab 9,55 (0,58)abc
L. plantarum ATCC 8014 9,24 (0,29)abc 9,13 (0,18)Pc
Al-Pc-PS L. paracasei ML33 9,48 (0,01)ab.c 9,48 (0,07)ab.c
L. pentosus ML82 9,96 (0,58)ab.c 8,58 (0,94)¢

Al-Pc-SQ: Alginato-Pectina-Soro de Queijo; Al-Pc-PS: Alginato-Pectina-Permeado de Soro. ¢ Média

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

Os resultados apresentados indicam que o uso dos diferentes soros lacteos
apresentaram o mesmo efeito protetor aos microrganismos (p<0,05). Ainda, na
maioria dos casos, 0 processo de encapsulamento ndo afetou a viabilidade (p<0,05),
mantendo a alta contagem celular de todos os isolados (= 9 UFC.mL™). Desta forma,
torna-se uma alternativa na adicdo em alimentos, principalmente por estar em
conformidade com a exigéncia da legislacdo (FAO/WHO, 2002; ANVISA, 2008) em
relacdo a concentracdo de probidticos a ser consumido, para fornecer propriedades
funcionais ao individuo.

Os materiais encapsulantes aplicados forneceram protecdo aos
microrganismos estudados. Autores relatam que os alginatos podem formar
complexos fortes com outros polimeros naturais, tais como a pectina, permitindo a
associacdo em cadeia entre esses hidrogéis, apos a adicdo de cations divalentes (por
exemplo, Ca?*). Isso gera uma melhora na estabilidade quimica e mecanica do
alginato, e, consequentemente, na eficiéncia de encapsulamento (SANDOVAL-
CASTILLA et al., 2010; CHEW et al., 2015). Ainda, a aplicacdo em conjunto de outros

materiais, como 0s soros lacteos, contribuem ainda mais na estrutura formada entre
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os hidrogéis aplicados, fortificando a barreira imposta pelo encapsulamento e
reduzindo a taxa de difusdo de outros compostos nas capsulas (SHI et al., 2013)

Os materiais encapsulantes utilizados séo todos seguros para consumo, por
serem na sua maioria polimeros naturais oriundos de algas e plantas. Além disso, os
soros lacteos também apresentam ingredientes importantes na sua constituicdo
(BURGAIN et al., 2011; MARTIN et al., 2015). No caso da aplica¢cdo em alimentos, um
fator chave é o tamanho de capsula formado, ja que particulas de menor diametro séo
mais adequados para formulacfes alimentares garantindo um produto homogéneo e
de qualidade, sem afetar a sensorialidade do produto (MARTIN et al., 2015; ARSLAN
et al., 2015). Sendo assim, o tamanho da capsula formada neste método é resultante
do bico utilizado, ou seja, um bico de 80 um formara capsulas com diametro em torno
de 160 um (BUCHI — Ficha técnica Encapsulator B-395 Pro), adequado para insergéo
em alimentos. A maioria dos trabalhos que utilizam a tecnologia de vibracéo produzem
capsulas com diametro maior (DEL GAUDIO et al., 2005; MARTONI et al., 2008;
MAZZITELLI et al., 2008; SHI et al., 2013; NEMETHOVA; LACIK; RAZGA, 2014), o
gue pode ser um fator negativo quando visa a aplicabilidade.

A extrus@o por tecnologia de vibracdo, por se tratar de um método que envolve
principalmente a ruptura fisica de uma solugcdo polimérica contendo o material
sensivel, e a troca ibnica no processo de polimerizacdo e endurecimento das
capsulas, revelou-se adequada no uso com microrganismos (SHI et al., 2015; DE
PRISCO et al.,, 2015; COGHETTO; BRINQUES; AYUB, 2016b), como pode ser
demonstrado nos resultados. Poucos trabalhos na literatura utilizam dessa tecnologia
para o encapsulamento. Entre eles, no uso com microrganismos destacam-se De
Prisco et al. (2015), que microencapsularam Lactobacillus reuteri DSM 17938 em
alginato e quitosana-alginato. Da mesma forma, ndo encontraram diferenca na
viabilidade dos microrganismos ap6s o processamento. Ainda, Martoni et al. (2008)
encapsularam L. reuteri com alginato de sédio e Shi et al. (2013) encapsularam L.
bulgaricus com carragena e leite, ambos relataram a protecdo das células

encapsuladas quando expostas a condi¢des adversas.
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5.4.3.2 Sobrevivéncia dos encapsulados obtidos através da extrusdo por

tecnologia de vibragdo ao armazenamento

Os encapsulados de Al-Pc-SQ e Al-Pc-PS de L. plantarum ATCC 8014, L.
paracasei ML33 e L. pentosus ML 82 foram armazenadas a 4 °C em tampéo fosfato
(10 mM pH 7,4) e avaliadas quanto a sobrevivéncia por um periodo de 28 dias. Os
resultados sdo demonstrados na Figura 15.

Figura 15. Viabilidade dos encapsulados (log UFC.mL™?) obtidos através da extruséo

por tecnologia de vibragdo ao armazenamento
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n=3.

79



De acordo com os resultados, os encapsulados mantiveram-se estaveis ao
longo do periodo de 28 dias de armazenamento, para todos os isolados estudados,
com viabilidade acima de 7 log UFC.mL. Em todos os casos, a combinacéo Al-Pc-
SQ mostrou-se mais eficiente na protecdo dos microrganismos, provavelmente pela
constituicdo do soro de queijo, que apresenta proteinas que reforcam a rede formada
entre os polimeros aplicados, tornando o encapsulado mais resistente (SHI et al.,
2013). Para L. plantarum (Figura 15a), uma reduc¢ao de 0,65 ciclo log foi observada
para combinacdo Al-Pc-SQ e 1,03 ciclos log para Al-Pc-PS. Quando comparado com
0 microrganismo livre, esse apresentou o dobro e o triplo de reducéo,
respectivamente. Ja o isolado L. paracasei ML33 (Figura 15b) apresentou os melhores
resultados de viabilidade, sendo que os encapsulados de Al-Pc-SQ néo apresentaram
reducdo na viabilidade bacteriana, enquanto os encapsulados de Al-Pc-PS
apresentaram uma pequena reducéo de 0,61 ciclos log. Por fim, o isolado L. pentosus
ML82 (Figura 15c) apresentou reducéo de 0,43 ciclos log para encapsulados de Al-
Pc-SQ, e o triplo, 1,29 ciclos log, para Al-Pc-PS. Em ambos, a reducao da viabilidade
dos encapsulados com permeado foram semelhantes as da célula livre.

Resultado e condi¢cdes semelhantes foram descritas por SHI et al. (2013), ao
encapsularem L. bulgaricus em esferas de alginato-leite seguida de armazenamento
a 4 °C. Os autores relatam que as capsulas apresentaram excelente viabilidade, em
um periodo de 30 dias, com a mesma contagem inicial, de 10 log UFC.g*. Células
nao encapsuladas foram utilizadas como controle, e neste caso, uma reducao de 7,7
log UFC.g! foi observada, indicando que a combinacéo de alginato-leite foi essencial
na manutencgao da viabilidade do microrganismo.

Sathyabama e Vijayabharathi (2014) microencapsularam Staphylococcus
succinus (MAbB4) e Enterococcus fecium (FIdM3) com alginato de sodio misturado
com dois agentes prebidticos, e avaliaram a sobrevivéncia desses encapsulados ao
longo de 35 dias a 4 °C. Eles observaram que as bactérias encapsuladas
apresentaram uma menor perda na viabilidade, em média 10%, quando comparados
aos microrganismos livres que apresentaram uma reducdo em torno de 25%.
Novamente, os autores relatam que a combinacgéo de alginato e prebioticos contribuiu
na manutencao das células.

Os resultados encontrados na maioria dos estudos corroboram com os

descritos nesse trabalho, enfatizando que a aplicagdo de compostos adicionais ao
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alginato é necessaria para manter a viabilidade dos microrganismos encapsulados.
Os soros lacteos aplicados apresentaram potencial na protecdo dos isolados ao
armazenamento, demonstrando que os alginatos podem formar complexos fortes com
outros polimeros naturais, principalmente se combinado com proteinas que reforcam

sua rede de protecdo ao encapsulado.

5.4.3.3 Sobrevivéncia dos encapsulados obtidos através da extrusdo por

tecnologia de vibracdo ao trato gastrintestinal simulado

A fim de exercer efeitos benéficos no hospedeiro, os microrganismos devem
resistir as condi¢des adversas do TGlI, sendo o encapsulamento uma das propostas
para 0 aumento da resisténcia. Sendo assim, a viabilidade de L. plantarum ATCC
8014, L. paracasei ML33 e L. pentosus ML 82 livre, bem como as microcdpsulas Al-
Pc-SQ e Al-Pc-PS de cada um dos isolados foram avaliadas logo ap6s o processo,
quanto a sobrevivéncia ao TGI simulado, e estao descritos na Figura 16.
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Figura 16. Viabilidade dos encapsulados (log UFC.mL ) obtidos através da extruséo

por tecnologia de vibragdo na exposi¢ao ao trato gastrintestinal simulado
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biliares. M Isolado livre; O Al-Pc-5Q: B AlPc-PS. 2 Média (desvio padrfio), n=3. ND = N&o

detectado.

Os resultados demonstram que os isolados livres foram muito mais sensiveis
as condicdes do trato gastrico, na incubacdo de 3 mg.mL* de pepsina na exposicédo
ao pH 2 (Figura 16a). Neste caso, nenhum microrganismo resistiu as condi¢cdes de
incubacédo. De acordo com SULTANA et al (2000), algumas cepas de Lactobacillus
nao conseguem sobreviver a condicdo de baixos pHs, pois este inibe a atividade
metabdlica do microrganismo, reduzindo, consequentemente, sua viabilidade. Porém,
as ceélulas encapsuladas mostraram-se eficientes na protecdo, com uma reducao em
torno de 3 ciclos log e sobrevivéncia acima de 6 log UFC.mL™* indiferente do material
de parede a ser aplicado.

Nas condi¢des de pH 2,5 e 3 (Figura 16b-c), ha um aumento na viabilidade dos

isolados livres expostos ao trato gastrico, sendo mais acentuada com o aumento do
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pH, e redugdo em torno de 2 e 3 ciclos log, respectivamente. Ainda assim, as
microcapsulas apresentaram maior eficiéncia na protecdo as condi¢cbes adversas
guando comparada a célula livre, sendo que a combinacdo Al-Pc-SQ forneceu maior
protecdo. Esse resultado provavelmente se deve as proteinas presentes no soro de
queijo, que apresentam maior potencial de protecdo, quando comparado ao
permeado, constituido principalmente de lactose (HUGO; BRUNO; GOLOWCZYC,
2016). A protecédo fornecida pelos materiais encapsulantes é efeito da formacéo de
uma densa rede entre o hidrogel e os constituintes do soro, que reduzem a taxa de
difusdo de compostos nas microesferas (SHI et al., 2013). Diversos estudos reportam
que a maioria dos microrganismos probibticos sao facilmente danificados quando
expostos as condi¢Bes acidas estomacais. Desta forma, o encapsulamento com
proteinas do soro apresentam uma excelente barreira ao baixo pH, contribuindo na
alta sobrevivéncia de microrganismos encapsulados com matrizes de hidrocoldides,
como alginato e pectina (GUERIN; VUILLEMARD;SUBIRADE, 2003; SHI et al, 2013).

J& para a simulacgéo ao trato intestinal (Figura 16d-e), foi realizada a incubacao
de 1 mg.mL! de pancreatina a pH 8, com ou sem adicdo de 0,5% (m/v) sais biliares.
Na auséncia de sais biliares (Figura 16d) ha uma reducéo de 1 ciclo log em todos os
encapsulados e para ambos materiais de parede. J4 na presenca de 0,5% (m/v) de
sais biliares (Figura 16e), essa reducdo é mais pronunciada, com 4 ciclos log de
reducao.

Ainda, os isolados L. paracasei ML33 e L. pentosus ML82 testados
apresentaram resultados semelhantes ao controle aplicado (L. plantarum) na
viabilidade ao TGI, indicando que esses microrganismos selecionados apresentam
uma boa alternativa de potencial de aplicagdo em alimentos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ding e Shah (2007), que
microencapsularam 8 cepas de bactérias probidticas com alginato de sédio por
emulsdo e avaliaram a sobrevivéncia dos microrganismos ao TGI simulado. Os
encapsuladas foram expostos ao trato gastrico, onde uma reducao de 4 ciclos log foi
observada. Quando expostos ao trato intestinal, da mesma forma, uma reducéo de 4
ciclos log foi encontrada.

De Prisco et al. (2015) microencapsularam Lactobacillus reuteri DSM 17938 por
tecnologia de vibracao, utilizando alginato de so6dio como material protetor, sendo

essa revestida por uma camada de quitosana. Quando expostas ao TGI simulado, as
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capsulas compostas somente por alginato apresentaram uma maior reducdo na
viabilidade (0,35 ciclos log). Isto indica que é necessario uma combina¢cao com outros
compostos visando melhorar seu efeito protetor, como desenvolvido nesse trabalho.

Os resultados de viabilidade dos microrganismos encapsulados podem variar
devido aos seus diversos parametros aplicados, como a cepa utilizada, os diferentes
materiais encapsulantes e suas concentracdes aplicadas, e a metodologia
empregada. Torna-se essencial a escolha de materiais encapsulantes que melhorem
a estabilidade da céapsula, protegendo o material sensivel, além da influéncia do
método escolhido para sua formacao, quando se visa uma aplicacdo industrial. Todos
esses fatores séo relevantes assim na producao do encapsulado final.
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CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento prévio do potencial de microrganismos isolados de uma regiao
€ imprescindivel, quando objetiva-se a aplicacdo em produtos com caracteristicas
diferenciadas. A manutencdo da viabilidade destes em condicbes adversas € de
extrema importancia, para a garantia de que atinjam o local de acédo destinado em
namero suficiente para exercer um efeito positivo. Desta forma, a primeira barreira
imposta é a passagem ao trato gastrintestinal, que no geral, leva a uma perda
consideravel na viabilidade célular pela exposicdo aos baixos niveis de pH do
estbmago e elevadas concentracdes de sais biliares no intestino. Em vista disso, 109
bactérias isoladas de leite e queijo da regido do Vale do Taquari foram estudadas
guanto ao potencial de sobrevivéncia a passagem ao TGI simulado. Isso permitiu uma
selecdo de isolados em potencial, com altos niveis de viabilidade a condi¢Bes acidas
e de alta concentracdo de sais, com valores superiores a 70% de sobrevivéncia em
ambas condicdes.

Porém, microrganismos com caracteristicas tecnoldgicas, até mesmo
probiéticos, podem apresentar baixa resisténcia ao TGI, necessitando de uma barreira
externa como protegéo. Desta forma, o encapsulamento de isolados selecionados foi
realizado por duas técnicas distintas: spray drying e extrusdo por tecnologia de
vibracéo.

O microencapsulamento por spray drying aplicou soro de gueijo, permeado de

soro e retentado de soro como material encapsulante para protecéo de L. plantarum
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ATCC 8014. Soro de queijo e retentado de soro provaram ser o melhores materiais
encapsulantes para proteger as células bacterianas da alta temperatura aplicada no
processo. Quando armazenadas por 56 dias a 20 °C, ou inseridas em leite por 42 dias
a 4 °C, as microcapsulas mantiveram alta viabilidade célular, com valores acima do
determinado para aplicacdo em alimentos funcionais. Além disso, quando expostas a
condi¢cbes adversas do TGI, apresentaram melhores resultados de sobrevivéncia, com
viabilidade acima de 8 CFU.mLt. As microcapsulas formadas aparentemente néo
apresentaram diferencas na morfologia e diametro de 7,0 £ 1,0 um.

No encapsulamento através da extrusdo por tecnologia de vibracdo, soro de
queijo e permeado de soro foram combinados com alginato de sddio e pectina, para
protecéo de L. plantarum ATCC 8014 e isolados L.paracasei ML33 e L. pentosus
ML82. Nao houve perda na viabilidade dos microrganismos ap0s O processo,
confirmando que o método é adequado na aplicacdo de células vivas. Ainda, quando
armazenadas por 28 dias a 4 °C, apresentaram uma perda de apenas 1 ciclo log,
indiferente de isolado ou material encapsulante aplicado. Além de terem fornecido
protecdo na exposicdo ao TGl simulado, sendo o soro de queijo o material que
apresentou melhor efeito protetor, melhorando as condi¢cdes de viabilidade na
exposicao a baixos pHs e presenca de sais biliares.

Os dois métodos de encapsulamento aplicados, spray drying e extrusao por
tecnologia de vibracdo, ndo afetaram a viabilidade dos microrganismos na producéo
das microcapsulas. De forma geral, os soros lacteos utilizados como materiais
encapsulantes forneceram prote¢do aos mesmos, sendo o soro de queijo e retentado
de soro com maior efeito protetor, quando comparado ao permeado de soro.
Entretanto, a extrusdo por tecnologia de vibracdo necessita de uma combinacéo de
materiais com efeito gelificante para promover a formacéo do encapsulado, enquanto
gue para o spray drying os soros podem ser aplicados diretamente. Além disso, o
produto oriundo da extrusao necessita de uma etapa adicional de remocéo de agua,
0 que demanda custo, sendo que o processo de spray drying ja produz as capsulas a
seco. Neste caso, ha uma facilidade no armazenamento e manutencao de produtos
obtidos. Ainda, a técnica de extrusdo por tecnologia de vibrac&o possui a dificuldade
de aumento de escala, sendo o processo de spray drying mais adequado para a

aplicacao industrial.

86



Por fim, os resultados deste trabalho demonstraram que diversas bactérias
isoladas da regido apresentam potencial para aplicagdo em produtos alimenticios,
pela alta viabilidade quando expostas ao TGI. Ainda, quando pouco resistentes,
podem ser protegidas por processos de encapsulamento, que formam uma barreira
externa aprisionando e protegendo esses microrganismos. Neste caso, soros lacteos
S&80 promissores no uso como materiais encapsulantes, além de uma alternativa a fim
de minimizar a quantidade descartada como residuo pelos laticinios. Isso diminui o
custo que demanda o seu tratamento, dando a esses soros uma nova aplicabilidade
no desenvolvimento de produtos com valor agregado.

Assim se torna imprescindivel o desenvolvimento de trabalhos futuros visando
explorar cada vez mais as caracteristicas e o potencial das bactérias laticas isoladas
da regido do Vale do Taquari, visando sua aplicacdo industrial e tecnologica. Outro
aspecto importante € a contribuicdo no bem-estar e saude de quem os consome, por
se tratar da ingestdo de microrganismos com potencial probiotico.

Sendo assim, a continuidade da pesquisa envolvera:

- Avaliacdo da producao de citocinas pro e anti-inflamatérias das BALs em
células de adenocarcinoma humano Caco-2 por citometria de fluxo;

- O encapsulamento de BALs isoladas da regido por spray drying;

- A aplicacdo de outros soros lacteos, como bubalino e caprino como material
de parede, e avaliacdo do potencial de protecdo no encapsulamento por spray drying
e extrusao por tecnologia de vibracgao;

- A aplicagcédo dos encapsulados em diferentes derivados lacteos, avaliando a
viabilidade celular e a acidificacdo quando inseridos em produtos alimentares;

- A exposicado dos encapsulados ao calor, mimetizando condi¢cGes envolvidas

no processo produtivo de alimentos.
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ANEXO A

Avaliacdo da sobrevivéncia dos isolados expostos as condic6es ambientais do TGI.

Suco gastrico** Suco intestinal***

Isolado pH 2 pH 2,5 pH3 0% sais biliares 0,5% sais hiliares

TO T3 TO T3 TO T3 TO T4 TO T4
L. acidophilus* 8,32 0,21 0 8,58 0,02 511 0,00 8,57 0,01 7,39 0,02 8,63 0,06 863 001 863 0,05 898 0,98
B. lactis* 7,40 0,28 0 7,81 0,28 5,71 0,83 7,91 0,27 7,08 0,50 7,98 0,26 801 0,26 656 043 6,68 0,67
L. paracasei* 8,25 0,11 0 8,27 0,07 6,44 0,09 8,27 0,04 7,98 0,22 8,15 0,03 823 0,03 472 0,12 549 041
L. plantarum* 8,72 0,04 0 8,68 0,03 3,52 0,08 8,74 0,02 6,84 0,01 8,76 0,02 863 004 834 0,11 8,68 0,98
L. rhamnosus* 8,57 0,01 0 870 0,00 594 024 8,57 0,03 5,16 0,12 871 003 870 0,01 495 005 380 0,90
L. casei ™ 8,31 0,07 0 820 003 6,72 0,12 824 0,04 743 0,06 829 006 825 0,05 811 0,03 8,69 1,00
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0,03
0,22
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7,24
4,09
7,83
6,53
6,90
6,61
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0,00
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0,09
0,00
0,00
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0,06
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0,05
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0,09
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0,01

8,62
8,64
7,85
8,45
8,53
8,45
8,27
8,60
6,74
8,19
5,87
7,24
8,53
8,69
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6,74
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8,57
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0,00
0,05
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0,02
0,04
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0,00
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0,09
0,00
0,04

8,24
8,48
7,74
8,51
8,05
8,27
8,45
8,56
6,15
8,54
5,79
7,95
8,51
8,55
6,78
6,91
7,88
6,95
7,96
8,7

7,26
7,86
8,29
8,83
8,54

0,06
0,02
0,03
0,03
0,04
0,06
0,25
0,00
0,02
0,01
0,02
0,03
0,01
0,04
0,07
0,11
0,07
0,15
0,08
0,06
0,05
0,00
0,18
0,05
0,06

7,54
7,26
7,74
8,19
4,46
8,33

5,45

5,95
4,41
3,18
8,31
6,93
8,33

8,51

3,18

7,91

5,52
0

0,07
0,10
0,01
0,01
0,05
0,16

0,07
0,00
0,01
0,40
0,01
0,01
0,03
0,02

0,15

0,01

0,01
0

4,81
3,06
7,10
5,17
4,64

0,04
0,02
0,02
0,04
0,10
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55
56
57
58
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65b
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67
69
70
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73
74
75B
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75C2
76
78a
78b
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8,42
8,52
8,56
8,41
8,37
8,53
8,46
7,38
8,44
7,77
8,41
8,22
8,57
8,69
8,50
8,22
8,79
8,70
8,68
8,45
8,30
7,32
8,79
8,37
7,91

0,01
0,02
0,03
0,02
0,03
0,26
0,00
0,15
0,09
0,31
0,05
0,03
0,02
0,08
0,06
0,12
0,08
0,03
0,01
0,01
0,04
0,22
0,06
0,12
0,01
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8,51
8,40
8,06
8,45
8,40
8,66
8,54
8,51
8,55

8,37
8,57
8,68
8,73
8,35
8,45
8,81
8,67
8,70
8,57
8,23
8,60
8,71
8,2
8,40

0,01
0,02
0,02
0,02
0,04
0,03
0,06
0,30
0,01
0,04
0,23
0,01
0,06
0,01
0,15
0,10
0,01
0,05
0,03
0,04
0,03
0,05
0,02
0,08
0,07

2,88

4,17
3,38
341

5,76

2,00
8,03
3,29
3,97
3,53
6,44
6,75
3,22
6,96
5,42
3,57
3,23
4,6

5,4

5,45
3,41
3,80

0,15
0,04
0,01
0,07
0,00

0,05

0,01
0,06
0,08
0,11
0,00
0,04
0,10
0,09
0,06
0,14
0,04
0,08
0,11
0,00
0,03
0,14
0,04

8,46
8,61
8,45
8,29
8,59
8,61
8,52
7,41
8,62
7,88
8,57
8,52
8,26
8,45
8,45
6,44
8,81
8,56
8,67
8,67
8,42
8,83
8,77
8,62
8,40

0,01
0,13
0,01
0,01
0,02
0,01
0,07
0,20
0,01
0,09
0,01
0,17
0,18
0,00
0,00
0,06
0,02
0,01
0,02
0,02
0,04
0,03
0,02
0,01
0,05

7,16
3,54
6,56
7,54
4,06
6,43
6,36
6,22
4,04
8,09
6,16
7,70
7,65
7,71
7,94
7,08
6,96
7,72
7,04

8,04
7,51
8,11
7,99
6,60

0,11
0,05
0,20
0,04
0,02
0,00
0,00
0,02
0,00
0,01
0,07
0,23
0,11
0,00
0,03
0,00
0,18
0,00
0,06

0,00
0,21
0,01
0,24
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8,41
8,46
8,48
8,44
8,65
8,65
8,60
8,11
8,65
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8,35
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8,55
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8,51
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0,00
0,05
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0,02
0,14
0,03
0,03
0,02
0,06
0,01
0,06
0,03
0,04
0,08
0,02
0,12
0,02
0,00
0,02
0,01

8,22
8,46
8,61
8,51
7,70
8,51
8,52
8,44
8,06
8,28
8,7

8,50
8,44
8,92
8,17
8,64
8,80
8,86
8,3

8,61
7,93
8,66
8,86
8,67
8,49

0,25
0,01
0,03
0,03
0,09
0,04
0,14
0,04
0,10
0,07
0,03
0,03
0,06
0,01
0,02
0,05
0,01
0,01
0,07
0,01
0,03
0,07
0,05
0,03
0,01

0

0

0
3,40
6,65
3,70
4,60

8,56
7,43
4,04
8,13

4,90
4,74
8,65

5,25
4,18
5,28
573
3,00
6,02
7,56

0

0

0
0,09
0,15
0,00
0,00

0,12
0,09
0,04
0,02
0,11

0,05
0,21
0,00

0,23
0,15
0,12
0,05
0,00
0,04
0,01

0

0

0
3,04
3,98

2,18

2,70

2,78

2,93

7,61

2,98

5,56

5,55
1,7

3,77

0

0

0
0,00
0,02

0,15

0,00

0,03

0,01

0,12

0,09

0,18
0,03

0,09
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109
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8,45
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8,66
8,51
8,71
8,57
8,26
8,27
8,44
8,85
8,59
8,54
8,56
7,96
7,43
8,59
8,60
8,45
8,16
8,06
8,04
8,47
7,99
8,23
8,31
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0,03
0,03
0,07
0,05
0,12
0,04
0,06
0,13
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0,00
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0,00
0,01
0,01
0,03
0,01
0,01
0,02
0,04
0,03
0,00
0,05

7,77
7,58
4,3

3,83
3,49
1,7
2,4
4,48
6,23

3,18
3,33
5,73

5,61
4,65
7,76

2,3
7,08

7,53
1,7
1,7

0,17
0,00
0,24

0,63
0,60
0,07
0,30
0,15
0,38

0,06
0,18
0,05

0,02
0,21
0,21

0,04
0,01

0,02
0,02
0,07

8,69
8,52
8,60
8,63
8,62
8,63
8,31
8,29
8,40
8,45
8,43
8,57
8,53
7,97
7,33
8,58
8,42
8,41
8,15
8,24
7,97
8,45
8,52
8,36
8,31

0,01
0,07
0,03
0,04
0,05
0,01
0,12
0,15
0,02
0,15
0,03
0,02
0,01
0,15
0,30
0,02
0,02
0,00
0,13
0,04
0,09
0,02
0,18
0,00
0,14

7,77
8,33
8,08
7,01
6,8
4,7
6,06
5,82
7,02
8,08
7,22
5,45
6,46
6,62
2.4
8,10
8,41
6,82
6,34
5,38
7,74
6,45
7,76
5,38
5,81

0,17
0,02
0,01
0,00
0,26
0,09
0,10
0,28
0,01
0,00
0,60
0,06
0,51
0,00
0,30
0,14
0,09
0,02
0,08
0,00
0,05
0,07
0,38
0,00
0,18

8,77
8,65
8,57
8,59
8,51
8,56
8,24
8,31
8,36
8,81
8,69
8,59
8,50
8,16
7,38
8,57
8,60
8,39
8,10
8,32
8,48
8,55
8,38
8,45
8,39

0,01
0,03
0,02
0,02
0,13
0,01
0,01
0,01
0,04
0,05
0,05
0,04
0,05
0,11
0,00
0,01
0,03
0,10
0,05
0,06
0,01
0,01
0,02
0,01
0,04

8,62
8,85
8,54
8,39
8,51
8,45
8,27
7,99
8,5

8,85
8,37
8,45
8,5

8,01
6,78
8,58
8,48
7,96
8,23
8,27
8,64
8,53
7,95
8,35
8,26

0,02
0,02
0,02
0,04
0,07
0,02
0,22
0,17
0,01
0,02
0,01
0,03
0,02
0,18
0,07
0,06
0,03
0,02
0,03
0,16
0,08
0,03
0,05
0,15
0,05

7,38
0,00
0,00
4,00
7,45
4,18
7,86
7,60
8,45
3,65
3,95
6,93
6,78
4,65
6,60
6,90
8,37

7,8

4,42
8,07
3,40
1,70
7,40

0,19

0,00
0,05
0,05
0,00
0,04
0,02
0,27
0,62
0,03
0,15
0,15
0,11
0,17
0,15
0,00

0,02
0,30
0,09

0,19

5,87

5,54
2,48
6,78
5,38
8,09

5,74
4,98
3,41
5,49
5,06
8,04
6,24

7,27
4,05
3,69

3,7

0,09

0,06
0,00
0,15
0,02
0,02

0,01
0,02
0,07
0,00
0,02
0,09
0,15

0,00
0,02
0,21

0,02
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131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141

7,12
8,51
8,24
8,63
7,93
8,20
8,37
8,59
8,16
8,62
8,60

0,02
0,13
0,01
0,02
0,03
0,00
0,03
0,01
0,02
0,02
0,52

O O O O O o o o o o o

8,60
8,57
8,24
8,58
7,73
8,24
8,42
8,41
8,55
8,56
8,71

0,14
0,04
0,01
0,06
0,01
0,01
0,02
0,02
0,06
0,10
0,02

7,01
7,28
4,31
2,93
6,61
515
2,85

7,38
2
0

0,07
0,01
0,02
0,33
0,00
0,33
0,03
0
0,04
0,21
0

8,61
8,55
8,28
6,52
7,61
8,19
8,41
8,47
8,23
8,62
8,69

0,08
0,08
0,02
0,03
0,01
0,07
0,03
0,08
0,00
0,04
0,01

7,96
8,16
6,94
5,93
7,40
7,43
6,5
5,81
7,73
4,81
5,28

0,17
0,02
0,01
0,26
0,08
0,07
0,05
0,12
0,06
0,10
0,05

8,60
8,61
8,33
8,65
8,20
8,19
8,48
8,45
8,31
8,52
8,65

0,08
0,05
0,09
0,05
0,02
0,10
0,09
0,05
0,07
0,01
0,04

7,88
8,76
8,31
8,70
8,28
8,32
8,41
8,5

8,51
8,6

8,61

0,09
0,00
0,05
0,07
0,03
0,04
0,03
0,01
0,06
0,07
0,05

8,61
0
531
7,79
5,42
8,11
7,60
8,44
7,17
0
8,66

0,02
0
0,03
0,06
0,06
0,03
0,00
0,01
0,03
0
0,06

7,42

2,23
6,84
5,52
7,84
6,78
8,03
7,55

8,27

0,04

0,03
0,03
0,04
0,05
0,07
0,02
0,01
0,00
0,02

*Lactobacillus acidophilus (Danisco-Howaru); Bifidobacterium lactis (Danisco-Howaru); Lactobacillus paracasei CCT 6488; Lactobacillus plantarum ATCC

8014; Lactobacillus rhamnosus ATCC 10863; Lactobacillus casei ATCC 393; Lactobacillus delbrueckii CCT 1644. **Contagem de células viaveis (log

UFC/mL) antes (TO) e ap0s a exposicdo a solugédo de pepsina pH 2,5 e 3, por 3 horas (T3) a 37 °C. *** Contagem de células viaveis (log UFC/mL) antes (TO0)
e apoés a exposicado a solugdo com pancreatina (sem e com a presenca de 0.5% sais biliares pH 8) por 4 horas (T4) a 37 °C. Média (desvio padréo), n=2.
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ANEXO B

Taxa da sobrevivéncia (%) dos isolados expostos as condi¢cdes ambientais do TGI.

Taxa de sobrevivéncia a exposi¢édo das condi¢cdes ambientais do TGI (%)

Suco gastrico**

Suco intestinal***

Isolado
pH 2,5 pH 3 0% sais biliares 0,5% sais biliares
L. acidophilus* 59,61 1,54 86,23 0,43 99,98 0,76 100 11,97
B. lactis* 73,17 1,42 89,63 2,60 100 6,59 100 3,55
L. paracasei* 77,81 2,16 96,56 0,69 100 0,07 100 5,73
L. plantarum* 40,58 0,72 78,24 0,29 98,50 0,21 100 3,07
L. rhamnosus* 68,22 2,83 60,19 1,59 99,91 0,19 76,76 1,89
L. casei * 81,96 2,19 90,11 1,19 99,59 0,09 100 1,18
L. delbrueckii 72,46 1,56 79,39 1,29 89,11 0,10 87,19 1,46
1 39,93 1,69 55,90 0,62 99,77 0,18 88,49 0,81
2 75,08 1,12 88,35 3,31 97,89 0,16 56,59 0,14
4 86,57 1,03 86,24 0,84 99,38 0,58 97,43 0,37
5 41,16 1,17 72,75 0,27 100,0 1,95 100,0 2,12
6 63,47 2,19 45,36 1,11 100,0 0,32 0 0
7 47,62 1,66 79,71 1,29 100,0 1,36 64,29 2,02
8 61,13 1,23 80,95 2,81 100 0,52 71,10 2,40
10 33,78 0,79 74,94 0,19 98,67 0,55 95,89 0,64
11 63,82 0,82 83,25 0,16 100 0,23 0 0
12 100 1,42 100 2,78 86,76 0,69 85,87 1,46
13 84,93 1,12 99,76 0,39 100 0,30 90,52 2,63
15 0 0 0 0 96,60 0,33 0 0
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
28
29b
29p
30
31
32
33
34
36
37
38
39
40
41
42
43
44
46
47
47a
47b
48
50
50a
50b
51
52
53
55
56

46,93
76,19
72,57
41,96
64,48
26,35

73,65
47,97
82,37
58,32
25,99
41,03
75,38
74,84
72,48
80,96
60,71
74,10
37,30
96,90
33,29
47,81
67,85
30,78
78,06

80,21
38,49
41,13
38,50
45,38
43,78
44,93
45,42
70,53
84,10
33,86

51,73

0,87
1,10
2,11
0,83
2,33
0,39

1,36
3,06
0,77
0,86
2,01
2,56
0,15
0,12
3,95
0,40
2,06
2,08
1,16
1,13
3,08
1,83
1,08
4,99
0,27

0,01
3,73
0,65
0,58
1,18
1,38
0,00
0,45
0,11
0,29
1,75

2,86

96,93
78,51
99,23
53,28
93,46
50,17
31,20
100,0
68,53
97,87
57,86
63,86
84,23
92,39
54,15
94,66
95,30
80,47
81,78
88,81
93,75
86,73
90,91
92,30
85,68
93,07
70,11
80,48
44,78
100
47,75
92,96
79,34
81,37
77,15
89,87
95,11
84,61
41,13
77,66

0,06
0,31
0,00
0,54
0,10
1,97
0,29
0,83
2,25
0,07
0,04
0,44
1,71
1,34
1,44
0,40
0,20
0,21
1,60
0,45
1,24
0,27
4,96
0,17
2,05
1,07
1,91
1,52
2,18
0,66
0,84
4,81
2,17
1,18
5,11
0,70
0,48
1,11
1,82
2,34

100
100
100
100
100
100
100
99,99
99,37
100
99,74
97,33
94,17
98,17
98,85
100
94,59
97,87
100
99,57
91,24
100
98,59
100
99,82
98,73
99,48
78,12
97,12
100
96,41
100
88,93
92,69
96,02
100
99,81
97,78
99,97
100

0,94
0,52
0,47
0,36
1,30
1,03
0,09
0,94
1,79
0,23
0,84
1,07
1,37
0,73
0,36
0,24
0,67
1,46
3,13
0,06
1,93
5,44
0,03
1,77
0,77
0,55
0,42
1,79
2,32
2,84
2,14
0,76
0,75
0,13
1,02
0,54
1,09
2,45
0,54
2,21

79,74
100
96,62
97,50

83,77
100,0
90,88
94,62
45,21
97,49
90,28
63,89
42,18
90,68
63,11
100

1,25
0,69
1,39
1,69

8,23
0,29
1,28
0,77
3,44
0,83
0,74
0,02
0,83
0,31
0,42
1,29
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57
58
59
60
61
62
64
65b
66
67
69
70
71
73
74
75B
75C1
75C2
76
78a
78b
80
82
88a
89
93p
98
99
103
104
107
108
109
112
113
114
115
116
117
118

40,01
40,12

67,46

23,36
100
39,30
47,32
40,66
73,75
81,23
38,38
79,91
62,50
41,04
37,70
55,89
62,82
62,59
42,41
45,78
88,30
87,36
49,64

43,98
40,73
20,59
29,03
53,08
70,41

37,22
38,92
72,02
26,91
67,92
54,06
91,87

0,79
0,14

0,58

0,82
3,36
1,17
1,22
0,65
111
1,73
1,72
1,40
191
0,45
0,88
1,05
2,30
0,04
2,25
0,49
1,29
0,15
1,93

7,43
6,86
2,16
3,37
1,48
4,38

0,49
1,94
0,79
0,48
0,43
2,97
2,68

90,95
47,76
74,66
74,66
83,88
47,20
100
71,89
91,78
92,67
91,27
95,55
100
79,33
90,16
81,18

95,45
85,09
92,47
92,66
79,52
89,00
97,79
93,99
81,24
78,90
54,47
72,91
70,20
83,59
95,57
85,69
63,56
75,72
83,10
32,73
94,43
99,84
82,77

0,41
0,10
0,09
0,58
1,28
0,03
1,02
1,11
0,95
3,41
0,00
0,32
0,95
2,16
0,06
0,49

0,44
2,05
0,37
2,66
1,70
2,06
0,58
0,22
0,34
2,61
1,06
0,11
2,05
0,07
1,71
6,80
0,60
6,16
1,52
5,43
1,43
1,34
0,28

100
90,59
98,34
99,05
100
94,16
100
100
100
98,71
100
98,44
100
100
100
100
100
95,41
99,26
100
100
100
98,74
100
99,67
97,66
99,98
98,69
100
96,13
100
100
96,32
98,42
100
98,15
91,87
100
98,58
96,60

0,68
0,87
0,47
2,21
2,77
1,37
2,55
0,06
0,01
0,86
0,56
0,17
1,26
0,43
0,65
0,15
0,35
1,68
0,55
0,61
0,11
0,01
0,05
0,58
0,56
0,77
0,74
0,11
2,77
1,87
0,38
0,75
0,70
0,82
0,33
0,98
0,98
0,77
0,67
1,33

89,47
59,78

47,37

31,54
37,37
72,50
90,58

60,73
42,19
63,83

100
40,71

o O O

45,42
79,60

74,39
59,39
86,26
70,77
95,77

82,84
73,47
73,28
83,16
72,15
96,05
78,64

2,33
1,71

3,27

1,35
0,96
0,08
0,08

3,06
1,62
1,02

0,23

o O O

o
o ©
o

1,31
1,43
1,90
0,59
0,39

0,14
1,79
3,86
1,40
1,85
4,21
1,94
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119
120
121
123
124
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141

0
28,53
88,03

0
94,33
20,66
20,45
81,42
85,05
52,34
34,14
85,53
62,48
33,83

0
88,81
23,36

0

0
0,55
0,52

0
0,68
0,67
0,12
1,01
1,42
0,32
3,80
0,27
4,04
1,05

0
0,75
2,50

0

77,83
65,27
97,13
76,29
91,13
64,34
69,90
92,45
95,33
83,85
90,49
97,34
90,72
77,24
68,60
93,02
55,78
60,76

0,24
0,30
1,76
0,61
2,60
0
3,32
1,04
0,62
0,12
3,56
1,15
2,18
0,27
2,12
0,74
0,85
0,59

100
99,37
100
99,76
94,92
98,76
98,46
91,52
100
100
100
100
100
99,12
100
100
100
99,50

0,34
1,17
0,98
0,45
0,37
1,69
1,10
1,90
0,62
0,44
0,23
0,58
1,75
1,40
0,64
0,19
1,00
0,12

0
0
100
50,20
100
0
50,01
86,18
0
42,06
87,84
100
96,62
89,19
95,15
100
0
95,47

0
0
0,91
2,03
8,99
0
1,62
0,22
0
0,12
0,32
0,35
0,22
0,96
0,10
0,60
0
0,42

*Lactobacillus acidophilus (Danisco-Howaru); Bifidobacterium lactis (Danisco-Howaru); Lactobacillus
paracasei CCT 6488; Lactobacillus plantarum ATCC 8014; Lactobacillus rhamnosus ATCC 10863;
Lactobacillus casei ATCC 393; Lactobacillus delbrueckii CCT 1644. ** Taxa de células viaveis (%)
apos exposicdo a solucdo de pepsina pH 2,5 e 3, por 3 horas a 37 °C. *** Taxa de células viaveis (%)
apos a exposicao a solugdo com pancreatina (sem e com a presenca de 0.5% sais biliares pH 8) por
4 horas a 37 °C. Média (desvio padrédo), n=2.
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ANEXO C

Densidade otica dos isolados por tempo de incubacéo.

Densidade Otica

Microrganismo Tempo (h)

3 6 9 15 24 29 32 48
1,09 1,60 2,53 9,30 11,70 12,78 11,62 11,72
L. acidophilus (0,04) (0,03) (0,02) (0,11) (0,22) (0,54) (0,54) (0,18)
0,70 1,59 4,47 9,30 11,00 11,82 11,17 11,32
L. plantarum (0,099 (0,17) (0,17) (0,33) (0,13) (0,74) (0,85)  (0,50)
0,49 1,61 4,78 7,70 10,00 10,56 9,17 9,30
L. parabuchneri ML4  (0,26) (0,20) (0,06) (0,50) (0,24) (0,32) (0,63) (0,62)
0,84 0,94 0,95 3,30 4,70 6,54 4,72 6,64
L. paracasei ML13 (0,01) (0,11) (0,03) (0,03) (0,22) (0,36) (0,21) (0,28)
1,14 4,44 6,46 6,10 5,80 10,51 11,70 10,21
L. paracasei ML24 (0,07)  (0,11) (0,19) (0,75) (0,24) (0,73) (0,37) (0,62)
0,85 0,69 1,10 5,20 7,30 8,86 9,53 11,28
L. paracasei ML33 (0,09) (0,08) (0,15) (0,15) (0,40) (0,07) (0,01) (0,17)
0,78 1,23 3,13 7,00 9,80 9,85 9,89 9,40
L. pentosus ML82 (0,13) (0,23) (0,09) (0,10) (0,05) (0,21) (0,26) (0,12
0,77 1,58 2,95 5,30 7,10 9,01 9,23 11,28
E. faecalis CH121 (0,04) (0,19) (0,03) (0,14) (0,82) (1,02) (0,73) (0,51)
0,67 1,21 2,44 5,30 8,10 9,99 10,44 10,24
L. plantarum CH131 ~ (0,01)  (0,01) (0,01) (0,43) (0,36) (1,02) (0,33) (0,24)
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0,93 087 3,16 9,50 12,18 12,94 11,49 11,84

L. paracasei CH135  (0,10)  (0,03) (0,14) (0,07) (0,23) (0,06) (0,14) (0,03)
| varacasei CH139 107 1,15 275 910 12,3 1122 11,11 11,01
P (0,01) (0,01) (0,01) (043) (0,63) (1,02) (0,33) (0,51)

Média + desvio padréo (n=2).

Relacéo da densidade 6tica e do crescimento do isolados (log UFC.mL™%).

log UFC.mL1

L.acidophilus

y = 0.2815x + 1.9114

2 4 6 8 10 12 14

Densidade Otica (600 nm)

log UFC.mL1

L. plantarum ATCC 8014

y =0.1024x + 8.1883

4 6 8 10 12 14

Densidade Otica (600 nm)

log UFC.mL"?

L. parabuchneri ML4

y =0.1263x + 8.2701

2 4 6 8 10 12

Densidade Otica (600 nm)
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log UFC.mLt

L. paracasei ML13

y =0.1668x + 8.2093

2 4 6 8
Densidade Otica (600 nm)

log UFC.mL1

L. paracasei ML24

o o C

y =0.1662x + 7.8293

4 6 8 10 12 14

Densidade Otica (600 nm)

log UFC.mL1

L. paracasei ML33

y =0.1789x + 7.7179

4 6 8 10 12

Densidade Otica (600 nm)

log UFC.mL1

L. pentosus ML82

y =0.1318x + 8.163

4 6 8 10 12

Densidade Otica (600 nm)
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Enterococcus faecalis ML121
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< 10 PY
E s|lee ° .
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g S y = 0.0759x + 8.5708
4 6 8 10 12
Densidade Otica (600 nm)
L. plantarum ML131
10
‘—'_«I 8 ._.__.———.——.———‘
E &6
o
LL 4
2 2
5 5 y = 0.0423x + 8.5153
4 6 8 10 12
Densidade Otica (600 nm)
L. paracasei ML135
12
<10
- ® [J
E 5|3
O 6
Ly
g S y = 0.3555x + 5.4968
4 6 8 10 12 14
Densidade Otica (600 nm)
L. paracasei ML139
12
7,10
E 8| @
O 6| ®
S 4
B (2) y = 0.4032x + 5.1962

4 6 8 10 12 14

Densidade Otica (600 nm)
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