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Resumo. O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a sobrevivéncia do micro-
organismo probidtico Lactobacillus acidophilus submetido ao processo de encapsulagdo
seguido de liofilizacdo. Para tanto, trés métodos de preparo do inoculo, foram avaliados: 1)
adigdo direta da cultura comercial liofilizada; 2) ativagdo da cultura em leite desnatado; 3)
cultivo da cultura em caldo MRS e recuperacdo das células na fase estaciondria de
crescimento. Apos o preparo do inoculo, o micro-organismo foi encapsulado em alginato de
sodio pelo método de extrusdo e em seguida liofilizado. A encapsulacdo de Lactobacillus
acidophilus na fase estaciondria de crescimento aumentou a resisténcia do micro-organismo
ao processo de liofilizacdo. Durante 21 dias de armazenamento a vdacuo a 5°C, a contagem de
L. acidophilus nas cdpsulas liofilizadas permaneceu constante, independentemente do método
de preparo do inoculo.

Introducao

O termo probidtico se refere a micro-organismos vivos que, administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2001;
Sanders, 2003). Os produtos lacteos contém proteinas, gorduras, lactose, minerais e
vitaminas, sendo considerados nutritivos, e veiculos adequados para o desenvolvimento e a
sobrevivéncia de probidticos (Thamer, Penna, 2006). Por outro lado, alimentos com baixo
valor nutritivo, reduzida atividade de dgua (como cereais e queijos duros) e baixo pH (como
sucos), apresentam condi¢cdes desfavordveis para a sobrevivéncia dos mesmos. Nesses
alimentos, para a incorporacao de bactérias probidticas, € necessdrio utilizar tecnologias que
protejam o micro-organismo do meio externo e aumentem sua viabilidade no produto.

A microencapsulacdo é uma tecnologia que envolve materiais sélidos, liquidos e
gasosos em pequenas capsulas que liberam seu conteido sob condi¢cdes controladas. Essa
tecnologia tem sido utilizada com a finalidade de proteger as bactérias probidticas das
condicdes adversas do trato digestivo e também no alimento durante sua vida ttil. (Desai,
Park, 2005; Champagne, Fustier, 2007). Diversas técnicas de microencapsulagdo podem ser
aplicadas, sendo as mais utilizadas, a emulsdo, a extrusao e a atomizagao.

Para a adi¢dao de culturas probidticas em alimentos com baixa atividade de 4gua, é
necessario que a cultura passe por um processo de secagem sem que sua viabilidade seja
prejudicada. Dentre os métodos de secagem, a liofilizacdo € a tecnologia mais utilizada na
preservacdo de micro-organismos , ja que mantém alta a viabilidade das células (Morgan, C.
A. et al., 2006).

No mercado nacional de alimentos probidticos existe uma grande caréncia de novos
produtos, como sucos e cereais, ja que iogurtes e outros leites fermentados sdo atualmente os
principais alimentos probidticos disponiveis.

De forma a aumentar a viabilidade de micro-organismos probidticos nos alimentos, o
presente estudo teve como objetivo avaliar sobrevivéncia do probidtico Lactobacillus
acidophilus submetido ao processo de encapsulacdo seguido de liofilizacdo. A etapa de
preparo do indculo, antes da encapsulagdo também foi avaliada.



Materiais e Métodos

Micro-organismo

Foi utilizada a cultura liofilizada de Lactobacillus acidophilus NCFM FloraFIT
(Danisco) com contagem celular de 1,0 x 10" UFC/g. Esta cultura foi armazenada a -18°C até
o momento de utilizacdo.

Preparo do inéculo de Lactobacillus acidophilus

Trés métodos de preparo do indculo para a posterior encapsulagdo e liofilizacdo foram
avaliados: 1) adic@o direta da cultura comercial liofilizada; 2) ativa¢do da cultura em leite
desnatado; 3) cultivo da cultura em caldo MRS e recuperacdo das células na fase estaciondria
de crescimento.

Para adicao direta do micro-organismo em alginato de sédio (método 1) foi adicionado
0,5 g da cultura comercial de L. acidophilus a cada 100 mL de uma solu¢do de alginato de
s6dio VOGLER (I - 3G - 150 - Kimica Chile Ltda.) a 2,0 % em agua destilada.

Para a ativagdo do micro-organismo em leite desnatado (método 2), foi adicionado em
10 mL de leite desnatado (Molico da Nestlé) reconstituido a 10% e esterilizado, 1,0 g da
cultura comercial de L. acidophilus. A suspensdo foi incubada a 37°C por 2 horas e 5,0 mL
dessa suspensdo foram adicionados a 95 mL da solucdo de alginato de s6dio a 2,0 %.

Para o cultivo do micro-organismo em caldo MRS (método 3), inicialmente foi obtida
a curva de crescimento da bactéria em caldo MRS (De Man Rugosa e Sharpe, Oxoid) para
determinacao do inicio da fase estaciondria de crescimento. Para tanto, foi adicionado 0,5 g da
cultura de L. acidophilus em 50 mL de solucdo de dgua peptonada 0,1% estéril. Essa
suspensdo foi submetida a diluicdes decimais seriadas até atingir a concentragdo de micro-
organismos de 1,0 x 10° ufe'ml™’. A partir dessa suspensdo, 1,0 mL foi adicionado em tubos
contendo 9 mL de caldo MRS. Os tubos foram incubados em estufa a 37°C e em intervalos de
0, 15, 20 e 24 horas, foi retirado um tubo, para leitura de transmitancia e absorbancia em
espectrofotometro a 640 nm e para a contagem de L. acidophilus. Foram construidas as
curvas de crescimento do micro-organismo para determinar o inicio da fase estaciondria.

Ap6s a determinacdo do tempo para o microrganismo atingir a fase estaciondria, que
foi correlacionada com a absorbancia do meio, foi realizado o cultivo de L. acdophilus em
caldo MRS para posterior encapsulacdo e liofiliza¢do. Para tanto, foi adicionado 0,5 g da
cultura de L. acidophilus em um frasco contendo 50 mL de solu¢do de dgua peptonada 0,1%
estéril. Essa suspensdao foi submetida a diluicdes decimais seriadas até obter uma
concentracao de 1,0 x 10* UFC-ml!. Dessa suspensdo, foram adicionados 1,5 mL em cada
erlenmeyer com 150 mL de caldo MRS esterilizados. Os erlenmeyers foram incubados em
estufa a 37°C até o microrganismo atingir a fase estaciondria de crescimento, determinada
pela medida de absorbancia.

A suspensdo de microrganismo na fase estaciondria de crescimento foi dividida em
tubos e centrifugada durante 30 minutos a 5000 rpm. O sedimento foi lavado com solugao
salina 0,85 % estéril. O procedimento de centrifugacao e lavagem foi repetido duas vezes e o
sedimento final foi transferido para apenas um tubo e suspenso em 40 mL solucdo salina
0,85 % estéril. Essa suspensdao foi adicionada a 300mL de solucdo de alginato de sddio a
2,0 %.

Encapsulacao
Conforme descrito por Boscarioli (2010), o método utilizado para encapsulacdo de

microrganismos teve como base a técnica de extrusdao. A suspensdao de microrganismo,
preparada de acordo com os diferentes métodos de preparo do indculo foi adicionada por
aspersao a uma solucdo 0,IM de cloreto de cdlcio PA (Vetec) através de um tubo de ago
inoxiddvel (Im de comprimento, didmetro interno de 12 mm e externo de 16,5 mm) com o
bocal acoplado a um bico de equipamento “spray drying” com saida tipo leque (45°, modelo
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1/4) da Systens do Brasil) na extremidade. A solu¢do de alginato de sédio contendo o
microrganismo foi adicionada ao tubo de ago inoxiddvel com o auxilio de uma bomba
peristéltica na vazdo de 5 mL-min” e o ar comprimido numa vazdo de 2,5 m’min’. A solucdo
de cloreto de célcio permaneceu sob agitacdo magnética constante até o término da
encapsulacao.

As cdpsulas de alginato de célcio eram formadas quando a solug¢do de alginato de
s6dio entrava em contato com a solucido de cloreto de célcio. Ao terminar o processo, as
capsulas permaneceram em repouso por 30 minutos e, logo apds, separadas da solucdo de
cloreto de calcio com o auxilio de peneira de aco inoxidavel (Mesh de 250), lavadas com dgua
destilada e filtradas com papel filtro quantitativo (filtragem lenta) n® 1542 de diametro igual a
150 mm.

Liofilizagcdo

O micro-organismo encapsulado em alginato de cdlcio, segundo descrito no item
anterior, foi congelado no liofilizador modelo Enterprise I da Terroni Equipamentos
Cientificos, e logo ap6s foi liofilizado no mesmo equipamento, na pressao de 150 uHg, num
processo de 12 horas.

Ap6s a liofilizagao, as capsulas foram embaladas a vacuo e armazenadas, em geladeira
a5°C.

Contagem do micro-organismo

Uma amostra de 0,5 g do microrganismo encapsulado ou 0,5 g de capsulas liofilizadas
foi homogeneizada em Stomacher com 49,5 mL de solugdo tampdo fosfato pH 7,3. A partir
desta diluicdo foram feitas dilui¢des decimais seriadas em solugdo salina 0,85% estéril.
Aliquotas de 0,1 mL de diluicdes adequadas foram transferida para placas de petri contendo
agar MRS e espalhadas com alca de drigalski. As placas foram incubadas a 43°C por 72 horas
em jarras de anaerobiose, contendo gerador de anaerobiose anaerogem (OXOID). As coldnias
tipicas de Lactobacillus acidophilus apresentavam didmetro de aproximadamente 3mm,
coloragdo branca, leitosa, achatadas e com borda irregular. As contagens foram realizadas em
duplicata ap6s 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento das capsulas liofilizadas.

Resultados e Discussao

Curva de crescimento de Lactobacillus acidophilus em caldo MRS

As tabelas 1, 2 e 3 apresentam os valores de absorbancia, transmitancia e contagem de
L. acidophilus durante o cultivo em caldo MRS, para as trés réplicas respectivamente.

As figuras, 1, 2 e 3 apresentam os valores de absorbancia em fun¢do do tempo de
cultivo de L. acidophilus em caldo MRS, para as trés réplicas respectivamente.

Tabela 1 — Transmitancia, absorbancia e contagem de L. acidophilus durante o cultivo em
caldo MRS (Ensaio 1).

Tempo (h) Absorbancia Transmitancia (%) Contagem (UFC-mL™)
0 0 100,00 7,2x 103
15 0,0113 97,90 4,2 x 10°
20 0,6899 23,80 6,2x 10’
24 1,8206 5,30 34x10°
26 1,8624 4,89 3,7 x 108
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Figura 1 — Absorbancia em fun¢ao do tempo de cultivo de L. acidophiluS em caldo MRS
(Ensaio 1).

Tabela 2 — Transmitancia, absorbancia e contagem de L. acidophilus durante o cultivo em
caldo MRS (Ensaio 2).

Tempo (h) Absorbancia Transmitancia (%) Contagem (UFC-mL™")
0 0 100,00 43x 103
15 0,0117 97,50 2,4x 10°
20 0,6400 23,10 6,0 x 10’
24 1,1497 7,20 34x10°
26 1,1383 7,12 2,5x 10°
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Figura 2 — Absorbancia em fun¢do do tempo de cultivo de L. acidophilu& em caldo MRS
(Ensaio 2).

Tabela 3 — Transmitancia, absorbancia e contagem de L. acidophilus durante o cultivo em
caldo MRS (Ensaio 3).

Tempo (h) Absorbancia Transmitancia (%) Contagem (UFC-mL™)
0 0 100,00 54 x 103
15 0,0138 96,80 3,2x 10°
20 0,4380 26,40 6,6 x 10’
24 1,5675 6,50 34x10°
26 1,6213 6,18 3,8x 10°
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Figura 3 — Absorbancia em fun¢do do tempo de cultivo de L. acidophilus em caldo MRS
(Ensaio 3).

De acordo com as curvas de crescimento foi definido que o inicio da fase estaciondria
de crescimento de L. acidophilus ocorreu em 24 h de cultivo.

A populagdo de L. acidophilus em funcdo da absorbancia do meio estd apresentada na
figura 4. Para valores de absorbancia acima de 1,2, pode-se considerar que o microrganismo
atingiu a fase estaciondria de crescimento, com contagens acima de 10® UFC/mL.
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Figura 4 — Contagem de L. acidophilus em funcio da absorbancia.

Sobrevivéncia de L. acidophilus em cépsulas de alginato de célcio
As tabelas 4, 5 e 6 apresentam as contagens de L. acidophilus nas capsulas antes e apds
a liofilizacdo, para os diferentes métodos de preparo do in6culo.

Tabela 4 — Contagem de L. acidophilus nas cépsulas liofilizadas com adi¢do direta da cultura.
Log (UEC-g")

Tempo (dias) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + dp
0* 7,85 7,82 7,74 7,80%0,06

1 6,68 6,61 6,65 6,65+0,03

7 6,62 6,63 6,70 6,65+0,04

14 6,68 6,63 6,66 6,66+0,02

21 6,69 6,54 6,64 6,62+0,08

*Populacdo nas cdpsulas antes da liofilizagao



Tabela 5 — Contagem de L. acidophilus nas cépsulas liofilizadas com micro-organismo
ativado em leite.

Log (ufcg”)

Tempo (dias) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média + dp
0* 8,99 8,93 8,95 8,96+0,02
1 7,44 7,46 7,44 7,45+0,01
7 7,38 7,38 7,44 7,40+0,03
14 7,31 7,25 7,54 7,4+0,1
21 7,46 7,40 7,29 7,38+0,09

*Populacdo na cdpsula antes da liofilizagao

Tabela 6 — Contagem de L. acidophilus nas cépsulas liofilizadas com micro-organismo
cultivado em caldo MRS até fase estaciondria de crescimento.

-1
Tempo (dias) Ensaio ];Og (UFC'g )Ensaio > Média £ dp
0* 9,23 9,25 9,24+0,01
1 9,19 9,23 9,21+0,03
7 9,22 9,19 9,21+0,02
14 9,18 9,04 9,1+0,1
21 9,12 9,04 9,08+0,06

*Populagdo nas capsulas antes da liofilizacao

Observa-se nas tabelas 4, 5 e 6 que antes da liofilizacdo, a maior populagdo de
L. acidophilus foi obtida nas cdpsulas com o microrganismo na fase estaciondria de
crescimento. Uma diferenca de cerca de 1,5 log ufc-g'1 foi obtida em relagdo as cédpsulas
produzidas com a adi¢do direta da cultura. A diferenca em relagdo as capsulas produzidas com
o microrganismo ativado em leite foi de apenas 0,3 log UFC-g™".

Ap6s a liofilizagao houve uma reducdo da contagem de L. acidophilus de 1,2 log
UFC:- g'le 1,6 log UFC-g 'nas cdpsulas produzidas com adicio direta da cultura e ativagio em
leite, respectivamente (tabelas 4 e 5). Nas cdpsulas produzidas com o micro-organismo na
fase estaciondria, a populacdo de L. acidophilus permaneceu constante (tabela 6).

A maior resisténcia do microrganismo, quando na fase estaciondria ja foi relatada por
varios autores e foi comprovada no presente estudo.

Durante o armazenamento das cdpsulas liofilizadas, a vacuo a 5°C, a populacdo de
L. acidophilus permanece constate durante os 21 dias, independentemente do método de
preparo do indculo.

Considerando que a populacdo de L. acidophilus permaneceu em 10° UFC-g" nas
capsulas produzidas com as células na fase estaciondria, 1,0 g de capsula liofilizada poderiam
ser adicionados em 100 g de alimento para que o mesmo atendesse a legislacdo brasileira, que
estabelece que o alimento probi6tico deva conter entre 10° a 10° UFC na porcdo didria do
produto.

Rendimento do processo de encapsulacdo

As tabelas 7, 8 e 9 apresentam o rendimento do processo de encapsulacdo, ou seja, a
massa de cdpsula produzida em relacdo a massa da solugdo de alginato utilizada, e o diametro
médio das cdpsulas para cada método de producao do inéculo.




Tabela 7 — Rendimento do processo de encapsulacio e didmetro das capsulas produzidas com
adicdo direta do micro-organismo.

Massa de alginato de Massa de cdpsulas Rendimento ~ Didmetro médio das
s6dio utilizada (g) produzidas (g) (%) capsulas (Lm)
302,15 112,35 37,18 67,0
304,30 110,40 36,28 68,4
300,36 102,12 33,99 63,7

Tabela 8 — Rendimento do processo de encapsulacdo e diametro das capsulas produzidas com
micro-organismo ativado em leite.

Massa de alginato de Massa de cdpsulas Rendimento Diametro médio das
s6dio utilizada (g) produzidas (g) (%) capsulas (Wm)
306,46 114,18 37,26 64,0
302,65 108,39 35,81 67,9
301,23 103,87 34,47 63,3

Tabela 9 — Rendimento do processo de encapsulagdo e didmetro das cdpsulas produzidas com
micro-organismo na fase estaciondria de crescimento.

Massa de alginato de Massa de cdpsulas Rendimento Didmetro médio das
s6dio utilizada (g) produzidas (g) (%) capsulas (Lm)
302,35 107,34 35,50 67,7
302,97 105,95 34,97 69,1

O rendimento da encapsulacdo nao variou significativamente (p > 0,05) para os
diferentes métodos de preparo do inéculo. Em média o rendimento do processo de
encapsulacdo foi de (35+1)%. O diametro médio das cdpsulas produzidas com adi¢do direta
do micro-organismo, ativacdo em leite e cultivo prévio em caldo MRS foi respectivamente,
66, 65 e 68 um, ndo havendo diferenca significativa (p > 0,05) entre os métodos utilizados
para o preparo do indculo.

Rendimento da liofilizacao
As tabelas 10, 11 e 12 apresentam o rendimento da liofilizagc@o, ou seja, a massa inicial
de material a ser liofilizado em relagdo a massa de material liofilizado.

Tabela 10 — Rendimento da liofilizagdo com adi¢d@o direta do micro-organismo.

Massa de cdpsulas Massa de cépsulas ands Massa de
antes da liofilizagao a de caps P agua perdida Rendimento (%)
liofilizacdo (g)
€3] (2
111,29 4,33 106,96 3,89
109,31 4,12 105,19 3,77
101,04 3,89 97,15 3,85

Tabela 11 — Rendimento da liofilizagdo com micro-organismo adicionado pelo
método de ativagdo em leite.

Massa de cdpsulas Massa de capsulas ands Massa de
antes da liofilizagdo a ce caps P dgua perdida Rendimento (%)
liofilizacdo (g)
€] (2
113,07 4,41 108,66 3,90
107,29 3,97 103,32 3,70
102,78 3,90 98,88 3,79




Tabela 12 — Rendimento da liofilizagdo com micro-organismo ativado em caldo
MRS até fase estaciondria de crescimento.

Massa de cdpsulas L Massa de
et Massa de cédpsulas . . .
antes da liofilizacao fote et dgua perdida  Rendimento (%)
apos liofilizacdo (g)
(2 (2
106,22 4,12 102,10 3,88
104,86 3,96 100,90 3,78

O rendimento da liofilizagdo ndo variou significativamente (p > 0,05) para os
diferentes métodos de preparo do indculo. A média do rendimento da liofilizacdo foi de
(3,82+0,07)%.

Considerando a variacdo da massa de cdpsulas apds a liofilizacdo, que foi de 96,18 %,
a reducdo da contagem da bactéria apds o processo, foi aproximadamente, 3,2, 3,6 e 2,2 Log
UFC, nas capsulas produzidas com adi¢do direta da cultura, ativada em leite, e com o micro-
organismo na fase estaciondria de crescimento, respectivamente.

Conclusoes

A encapsulacdo de Lactobacillus acidophilus na fase estaciondria de crescimento
aumentou a resisténcia do micro-organismo ao processo de liofilizacao.

A contagem de L. acidophilus permaneceu constante nas cdpsulas encapsuladas e
liofilizadas, durante 21 dias de armazenamento a vacuo a 5°C.
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