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Resumao. Os probidticos fazem parte do grupo de alimentos denominados funcionais, ou seja,
além do aspecto nutricional, exercem efeito benéfico a satde do consumidor. Para o alimento
ser considerado probidtico, o microrganismo presente deve manter a viabilidade durante o
armazenamento do produto. Além disso, para que efeitos benéficos sejam exercidos sobre a
saude do consumidor, o probiotico deve sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal e
chegar ao intestino em nimero elevado. Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
do processo de encapsulacéo de Bifidobacterium animalis em matriz de alginato de célcio, e
em matriz de alginato de calcio com farinha de banana verde na sobrevivéncia do
microrganismo adicionado em smoothie de frutas comercial, durante o armazenamento do
produto e durante o teste de simulacdo de resisténcia gastrintestinal. Os resultados
mostraram que a contagem de Bifidobacterium no smoothie permaneceu em 108 UFC/g
durante os 21 dias de armazenamento a 4 °C, ndo havendo diferenca significativa entre o
produto com células livres ou encapsuladas. No teste de simulacdo gastrintestinal, os
microrganismos encapsulados presentes no smoothie com 21 dias de armazenamento,
apresentaram maior resisténcia, independentemente da presenca de farinha de banana verde.
A contagem de microrganismo probiotico encapsulado em todas as fases do teste in vitro
apos 21 dias de armazenamento apresentou diferenca de cerca de 2 log UFC/g em relacéo ao
microrganismo livre no produto.

Introducéo

A busca por produtos saborosos, atrativos e que ao mesmo tempo proporcionem uma
vida saudavel para o consumidor € um dos desafios que as industrias de alimentos enfrentam
nos dias atuais. Dessa forma, as empresas investem em estudos tecnoldgicos relacionados a
alimentos funcionais, que por meio de mecanismos ndo previstos na nutricdo convencional,
proporcionam efeitos benéficos a saude. Como exemplo de atuais alimentos funcionais
destacam-se 0s probioticos.

Os probidticos sdo microrganismos Vvivos que quando ingeridos em quantidade
adequada trazem beneficios a salde do hospedeiro (SATHYABANA et al., 2014). As
bactérias do género Bifidobacterium estdo entre os microrganismos mais utilizados em
alimentos funcionais (SAAD; CRUZ; FARIA, 2011). Estas bactérias fazem parte da
microbiota intestinal do ser humano, e quando presentes em numero elevado, auxiliam a
manutencdo do equilibrio e bom funcionamento do intestino (SUN; GRIFFITHS, 2000). A
dose diaria de microrganismos viaveis na por¢do do alimento para efeitos funcionais deve ser
no minimo de 108 a 10° UFC (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2008).

Os prebiodticos sdo ingredientes alimentares seletivamente fermentados e nao digeridos
no intestino delgado que permitem alteracdes especificas na composicdo e/ou na atividade da
microbiota gastrintestinal, 0 que permite o bem-estar e a saide do hospedeiro (SAAD et al.;
2013).

Uma das frutas tropicais produzidas nacionalmente é a Banana, a qual apresenta cor
verde antes da sua fase de maturacdo. Nessa fase, a polpa de banana ndo apresenta sabor,
porém trata-se de uma massa com elevada concentracdo de tanino, o que resulta na sensagéo
de adstringéncia. A producdo de farinha de banana verde é uma alternativa industrial que
permite a utilizacdo desse produto como fonte de fibra alimentar, devido a presenca



significativa de amido resistente (LEAL et al, 2006 e RAMOS, LEONEL, LEONEL,2009). O
amido resistente é considerado um ingrediente prebidtico, j& que é um carboidrato nédo
digerido no intestino delgado e fermentado no intestino grosso principalmente pelas
bifidobactérias. O amido atua como substrato na fermentacao feita por essas bactérias, e assim
resulta na formagdo de &cidos graxos de cadeia curta, (acetatos, propionatos e butiratos),
sendo o butirato o principal responsavel por promover a satde do célon (PEREIRA, 2007).

Fatores como pH, disponibilidade de oxigénio e temperatura de armazenamento do
alimento s@o alguns fatores que podem afetar a sobrevivéncia do microrganismo probidtico.
Alem disso, para proporcionar efeitos benéficos ao hospedeiro, o probidtico deve sobreviver a
passagem pelo trato gastrintestinal e atingir o intestino em quantidades suficientes para que
exercam beneficios a satde do consumidor. Para melhorar a estabilidade de microrganismos
probidticos em um produto, como também aumentar a sobrevivéncia destes durante a
passagem pelo trato gastrintestinal, tem sido utilizada a técnica de microencapsulacdo
(MARTIN et al, 2015 e PINTO et al, 2015).

A microencapsulacdo é o processo que se baseia na liberacdo sob condigdes
especificas de capsulas extremamente pequenas, materiais solidos, liquidos ou gasosos.
Dentre as técnicas de microencapsulacdo existentes, a técnica de extrusdo € a mais usada,
devido a sua simplicidade e baixo custo. Nessa técnica, as capsulas com microrganismos séo
formadas quando uma solugdo de hidrocoldide, alginato de sdédio, é gotejada sobre uma
solucéo de endurecimento, cloreto de céalcio. (FAVARO-TRINDADE et al, 2008 e MARTIN
et al, 2015).

Para avaliar o potencial probidtico do microrganismo, simulagdes gastrintestinais in
vitro sdo realizadas para determinar a resisténcia da bactéria a acidos gastricos, enzimas
digestivas e sais biliares, constituintes que fazem parte da digestdo humana (SAAD et al, 2010
e MADUREIRA et al, 2011).

Os smoothies podem ser classificados como sucos tropicais mistos devido & presenca
de alta concentracdo de mais de uma fruta, entretanto apresentam caracteristicas diferenciais
de cremosidade, leveza e frescor. Sdo produtos que possuem boa aceitacdo pelo consumidor
moderno, pois agregam caracteristicas de saudabilidade e praticidade (TEIXEIRA, 2012).

A fim de unir os beneficios a saude dos probioticos e do prebiotico e das frutas em um
anico produto, este trabalho teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia do probidtico
Bifidobacterium animalis encapsulado em alginato de calcio e farinha de banana verde
adicionado em smoothie de frutas comercial, durante o armazenamento do produto e em
condicdes simuladas do sistema gastrintestinal.

Material e Métodos

Preparo das células de Bifidobacterium animalis

A cultura liofilizada de Bifidobacterium animalis BB-12 (Chr. Hansen) foi cultivada
em frascos contendo 99 mL de caldo MRS (De Man Rogosa e Sharpe, Oxoid) e 0,5 mL de
solucdo de cisteina a 10,0 %. Para isto, 0,1 g de cultura liofilizada foi suspensa em 100 mL de
solucdo salina 0,85% estéril e homogeneizada no stomacher (Seward) por 2 minutos a 260
rpm. A partir dessa suspensdo, 10 mL foram transferidos para 90 mL de solucdo salina 0,85%
estéril, homogeneizada no stomacher sob as mesmas condicGes anteriores e 1 mL transferido
para cada frasco com caldo MRS. Apds o periodo de incubacdo a 37 °C durante 20 horas,
quando a populagéo atingia 108 UFC/mL, o contetdo dos frascos foi transferido para tubos
estéreis e centrifugados (Mega 21R, Hanil) a 6000 rpm, na temperatura de 4 °C durante 15
minutos. Para cada tubo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento de bactéria foi lavado
com solucdo salina 0,85% estéril e centrifugado novamente sob as mesmas condicdes
anteriores. O processo de lavagem e centrifugacédo foi repetido trés vezes.




Farinha de Banana Verde

Foi utilizada farinha de banana verde (Musa acuminata), subgrupo Cavendish,
conhecida como Nanicdo com aproximadamente 40% de amido resistente.

A banana verde foi adquirida ap6s um dia de colheita, na primeira fase de maturacéo e
submetida ao processo de secagem em leito pulso-fluidizado, triturada em liquidificador
doméstico e peneirada para atingir granulometria inferior a 250 um.

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

microrganismos teve como base a técnica de extruséo.

Ao total de células centrifugadas obtidas conforme o item anterior foram adicionados
20 mL de solucéo salina 0,85 % estéril. Essa suspensao de microrganismo foi homogeneizada
com 180 mL de uma solucdo de alginato de sédio 1,1 % (Kimica Chile Ltda-1-3G-150). Para
0 preparo das capsulas em matriz de alginato de célcio com farinha de banana verde, este
ingrediente foi acrescentado a suspensdo na concentracao de 1%

A suspensdo foi adicionada por aspersdo a uma solucdo 0,1 M de cloreto de célcio
(Vetec), mantida sob agitacdo magnética, com o auxilio de uma bomba peristaltica na vazédo
de 2,5 mL/min e ar comprimido numa vazéao de 2,5 m3/min. As capsulas de alginato de calcio
eram formadas quando a solucdo de alginato de sddio entrava em contato com a solugéo de
cloreto de calcio. Finalizado o processo, as capsulas foram deixadas em repouso por 30
minutos e separadas da solucdo de cloreto de calcio por meio de peneiras de aco inoxidavel
com aberturas de malha de 710, 250 um e papel de filtro qualitativo. As capsulas retidas na
peneira de 250 pum e no papel de filtro foram lavadas com solucéo salina 0,85% estéril e
adicionadas no smoothie.

Adicéo do microrganismo no smoothie

Os smoothies de frutas comercial utilizados apresentavam pH de 3,5 e era composto
por: damasco, manga, acerola, maracuja, cupuacu, suco concentrado de macd, roma, pectina
de fruta, fibra natural, zinco, selénio e vitaminas (A, C, D).

Em quatro frascos de smoothie contendo 260 g de produto foram retirados
assepticamente 5 mL de cada para homogeneizar as células de Bifidobacterium, previamente
obtidas conforme descrito no item preparo das células. Essa suspensdo foi utilizada para a
inoculacdo dos quatro frascos de smoothie, sendo adicionados 5 mL em cada. Dessa forma, o
volume inicial de cada frasco ndo foi alterado.

Para o microrganismo encapsulado em alginato de célcio e em farinha de banana
verde, em tubos de polipropileno estéreis de 15 mL contendo 10 mL de smoothie, foram
adicionados 1,0 g de capsulas, obtidas conforme descrito anteriormente.

Os frascos e tubos com smoothie contendo células livres ou encapsuladas foram
armazenados a 4 °C por 21 dias.

Simulacdo Gastrointestinal

Os microrganismos livres, os encapsulados em alginato de célcio e os encapsulados
em alginato de célcio com farinha de banana verde foram adicionados no smoothie de frutas
comercial e submetidos ao teste de resisténcia as condigdes simuladas do sistema
gastrointestinal ap6s 1 e 21 dias de armazenamento a 4 °C. A simulacdo gastrointestinal teve
como referéncia a metodologia descrita por Madureira et al. (2011) com modificacGes e foram
realizadas em triplicata.

A soluco utilizada para simulacdo da fase gastrica (FG) era composta por 25 g-L™ de
pepsina (Sigma) em HCI 0,1 M. A solucgdo utilizada para a fase do duodeno (FD) e ileo (FI)
era composta por 2 g-L™* de pancreatina (Sigma) e 12 g-L* de sais biliares (Sigma) em
NaHCO3 0,1 M.




Para o teste de resisténcia as condi¢Ges simuladas gastrintestinais foram utilizados
para cada amostra 5 tubos de polipropileno com 10 mL de smoothie contendo
Bifidobacterium livre ou encapsulado. Um dos tubos foi utilizado para 0 monitoramento do
pH, enquanto os outros tubos foram divididos por fases da simulacdo, sendo dois deles para a
fase gastrica, um para a fase duodeno e o outro para a fase ileo. Os tubos foram colocados no
banho termostético (Dubnoff) a 37 °C por 10 minutos para a estabilizacdo da temperatura. A
simulacdo gastrointestinal teve inicio com a fase gastrica, com duracdo de 90 minutos.
Primeiramente, para a redugdo do pH em torno de 2,0, foi adicionado em todos os tubos HCI
1 M e solugdo de pepsina para que a concentragdo atingisse 1,25 g-Lt. Os tubos foram
mantidos em banho com agitacdo de 130 rpm e 37 °C. Ap6s 30 e 90 minutos, os tubos FG30 e
FG90 foram retirados do banho para a quantificacdo de Bifidobacterium.

Para a etapa do duodeno com duracdo de 30 minutos, foram adicionados nos tubos
restantes, solucdo de NaHCOs 1 M para o aumento do pH em torno de 5,5 e solucdo de
pancreatina e sais biliares para que a concentragdo atingisse 0,55 g-L! e 3,3 g-L*
respectivamente. A temperatura do banho foi mantida em 37 °C, porém com agitacdo
reduzida para 50 rpm. O numero de Bifidobacterium foi determinado ao final dessa fase com
a retirada do tubo FD do banho.

Para a etapa do ileo, foi adicionado NaHCO3 1 M para o aumento do pH em torno de
6,5 e posteriormente a solucdo de pancreatina com sais biliares para que a concentragéo fosse
mantida em 0,55 g-L? e 3,3 g-L* respectivamente. Essa fase teve duragdo de 60 minutos e o
tubo permaneceu no banho sob as mesmas condicdes da fase do duodeno. Ao término dessa
fase, o tubo (FI) foi retirado para analise microbioldgica.

Analise Microbiolégica

As analises microbioldgicas de Bifidobacterium animalis foram realizadas no
smoothie ap6s 1, 7, 14 e 21 dias de armazenamento a 4°C e também durante as fases da
simulacdo gastrintestinal. Para cada analise foram utilizados frascos independentes.

Para 0 microrganismo livre no smoothie, 10 g da amostra foram diluidas em 90 mL de
solucéo salina 0,85 % e em seguida, sucessivas diluicbes decimais foram realizadas. Para a
quebra das capsulas e liberacdo do microrganismo encapsulado, foi utilizado 90 ml de solucéo
tampao fosfato pH 7,3 juntamente com 10 g da amostra que foram homogeneizados no
stomacher (Seward) por 10 minutos a 230 rpm. A partir desta suspensao foram feitas
sucessivas diluicdes decimais em solucéo salina 0,85%.

Para o plagueamento, aliquotas de 1 mL de diluicdes adequadas foram transferidas
para as placas de Petri e 0 meio de cultura MRS &gar (Oxoid) contendo 0,5% de cisteina foi
adicionado. As placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas em jarras de anaerobiose
contendo gerador de anaerobiose (Anaerogen, Oxoid). A contagem de Bifidobacterium
animalis foi realizada em duplicata.

Planejamento Experimental e Anélise Estatistica

Foram avaliados trés tratamentos, smoothie de frutas com células de Bifidobacterium
livre (T1), encapsulado em matriz de alginato de calcio (T2) e encapsulado em matriz de
alginato de célcio com farinha de banana verde (T3). Os tratamentos foram realizados em
triplicatas.

Como variaveis respostas foram determinadas as contagens de probioticoem 1, 7, 15 e
21 dias de armazenamento do smoothie a 4 °C, e a contagem do microrganismo quando
submetido ao teste de simulacdo das condicGes gastrintestinais, realizadas com 1 e 21 dias de
armazenamento do smoothie.

Os resultados foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey
para comparacdo de médias, considerando um nivel de significancia de 5 %.




Resultados e Discussao

A contagem do microrganismo livre no smoothie (T1), encapsulado em alginato de
calcio (T2), encapsulado em alginato de calcio com farinha de banana verde (T3) e suas
respectivas variagoes de pH ao longo de 1, 7, 14 e 21 dias estéo representados nas tabelas 1 e
2, respectivamente.

Tabela 1 — Contagem de Bifidobacterium animalis no smoothie durante o
armazenamento (Log UFC/g).

Log UFC/g
Tempo (dias) T1 T2 T3
1 8,64+ 0,2 8,84+ 0,3 8,724 + 0,09
7 8,59%* + 0,09 8,74 +0,2 8,548 + 0,2
14 8,5 +0,3 8,54+ 0,3 8,448 + 0,2
21 8,44+ 0,4 8,3+ 0,5 8,2 +0,4

a. Médias com pelo menos uma letra igual na mesma linha ndo apresentam diferenca
significativa (p > 0,05)
A,B. Médias com pelo menos uma letra igual na mesma coluna ndo apresentam diferenca
significativa (p >0,05).

Tabela 2 - pH do smoothie durante o armazenamento

pH
Tempo (dias) T1 T2 T3
1 3,4°+0,1 3,5°+0,1 3,51* £ 0,07
7 3,45% £ 0,07 3,56% £ 0,05 3,49* + 0,06
14 3,5°+0,1 3,6°+0,2 3,52% + 0,06
21 3,40% £ 0,09 3,5°+0,2 3,4+0,1

a. Medias com letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (p >
0,05)

Observa-se na tabela 1 que a encapsulagédo da bactéria probiotica e a adicdo de farinha
de banana verde ndo influenciaram significativamente (p >0,05) a sobrevivéncia do
microrganismo durante os 21 dias de armazenamento do smoothie a 4 °C. Ao final do
armazenamento, o produto apresentou contagem de Bifidobacterium maior que 108 UFC/g
nos trés tratamentos, o que confirma sua propriedade funcional de acordo com a ANVISA,
(2008). Nos trés tratamentos, houve apenas uma reducao de aproximadamente 0,3 log UFC/g
da contagem da bactéria apds 21 dias de armazenamento, entretanto apenas para o tratamento
T3 (encapsulacdo em alginato com farinha de banana verde) a reducéo foi significativa, (p <
0,05) o que comprova que mesmo encapsulada, a célula probidtica ainda sofre reducées
significativas ao longo do armazenamento a 4 °C.

As variaces de pH do produto ndo mostraram diferenca significativa (p > 0,05) ao
longo dos dias de armazenamento e também entre 0s tratamentos. Esses resultados mostram
gue embora a contagem de probiotico tenha sido elevada, sua atividade metabdlica ndo foi
significativa para reduzir o pH do smoothie.

Contagem de Bifidobacterium animalis durante Simulacdo gastrintestinal ap6s 1 dia de
armazenamento do smoothie

As contagens do microrganismo livre (T1), encapsulado em alginato de calcio (T2) e
encapsulado em alginato de célcio com farinha de banana verde (T3) em 1 dia de
armazenamento do smoothie, submetido as fases gastrica apds 30 e 90 minutos (FG 30 e FG
90), duodeno (FD) e ileo (FI) da simulacdo gastrointestinal estdo apresentados na Tabela 3.




Tabela 3 - Contagem de Bifidobacterium animalis (Log UFC/g)

Log UFC/g
Fase T1 T2 T3 Media
Inicio 8,6+ 0,2 8,849+ 0,2 8,84 +0,3 8,7°
FG 30 8,5%+0,2 8,57 +0,3 8,5/ + 0,2 8,52
FG 90 8,040 +0,2 8,3°+0,3 8,3/ +0,3 8,2°
FD 7,78°+0,09 79°+04  824*+03 7,9°
FI 7,46%¢+0,09 7,3%+05 7,8%°+0,5 7,5°
Média 8,14 8,2"8 8,38
a,b,c. médias com letras mindsculas iguais na coluna néo apresentam diferenga significativa
(p >0,05).

A, B. médias com letras mailsculas iguais linha ndo apresentam diferenca significativa (p
>0,05).

Nos trés tratamentos observa-se que apds a simulagdo gastrintestinal in vitro, o
microrganismo apresentou reducdo significativa (p < 0,05) de 1,2 log UFC/g (em média),
porém permaneceu em valores acima de 10’ UFC/g de smoothie, o que confirma sua elevada
resisténcia.

Estudos in vitro feitos por Wang et. al (1999), avaliaram que o amido resistente pode
proteger algumas espécies de bifidobacterias durante o armazenamento do produto e também
durante sua passagem pelo trato gastrintestinal. No presente estudo, também foi verificada
uma contagem de Bifidobacterium mais elevada (p < 0,05) ao final da simulacdo
gastrintestinal, quando o microrganismo estava encapsulado na presenca de farinha de banana
verde, que contém elevado teor de amido resistente.

Contagem de Bifidobacterium animalis durante Simulacdo gastrintestinal apés 21 dias de
armazenamento do smoothie

A contagem do microrganismo livre (T1) e encapsulado em alginato de célcio (T2) em
21 dias de armazenamento do smoothie submetido as fases gastrica (FG 30 e FG 90), duodeno
(FD) e ileo (FI) da simulacao gastrintestinal esta representado na Tabela 4.

Tabela 4 - Contagem de Bifidobacterium animalis (Log UFC/qg)

Log UFC/g
Fase T1 T2 T3
Inicio 8,24+ 0,5 8,34+ 0,5 8,24+ 0,3
FG 30 4,88 +0,7 6,6%° +0,5 6,8%° + 0,6
FG 90 4,18 +0,7 5,2ABb¢ + 1 0 6,22 + 0,8
FD 3,98 + 0,7 477+ 1,0 5,4%¢ +0,9
FI 2,58+ 0,4 42°°+0,8 4,8°°+0,8

a, b, ¢ médias com pelo menos uma letra minascula igual na mesma coluna ndo apresentam
diferenca significativa (p >0,05).
A, B. médias com pelo menos uma letra maiuscula igual na mesma linha ndo apresentam
diferenca significativa (p >0,05).

Homayouni et al (2008) avaliaram a viabilidade probidtica do Lactobacillus casei (Lc-
01) e Bifidobacterium lactis (Bb-12) livres e encapsuladas em matriz alginato com 2% de
amido resistente em sorvetes e concluiram que a sobrevivéncia das células encapsuladas foi
maior em relacdo as células livres. J& no presente trabalho, é observado na Tabela 4 que a
presenca de farinha de banana verde, ap6s 21 dias de armazenamento do smoothie, ndo
influenciou significativamente (p > 0,05) a sobrevivéncia da bactéria probidtica quando
comparado com o microrganismo encapsulado sem farinha de banana verde. Entretanto



verificou-se diferenca significativa (p < 0,05) nas contagens da bactéria livre e encapsulada
em alginato de célcio com farinha de banana verde. Ap6s 90 minutos da fase géstrica,
observa-se que a populacdo de Bifidobacterium foi reduzida em 4,1 log UFC/g, quando
inseridas livres no smoothie, enquanto que a populagdo encapsulada em alginato foi reduzida
em 3,1 log e na presenca de farinha de banana verde a reducgéo foi de apenas 2,0 log UFC/g, o
que confirma a protecdo em relacio a presenca de amido resistente. Ao final da fase Ileo, a
populagdo de microrganismo livre no smoothie foi significativamente (p < 0,05) menor se
comparada com o microrganismo encapsulado em alginato e em alginato com farinha de
banana verde. De acordo com a Tabela 4, ao final da simulagdo gastrintestinal in vitro
observa-se que enquanto as células livres apresentaram reducao de 5,7 log UFC/g, as células
encapsuladas em alginato e em alginato com farinha de banana verde resultaram em reducdes
de apenas 4,1 e 3,4 log UFC/g, respectivamente.

Conclusao

A encapsulagdo de Bifidobacterium animalis em matriz de alginato de célcio e em
matriz de alginato de calcio com farinha de banana verde mostrou ser efetiva no aumento da
sobrevivéncia do microrganismo presente no smoothie com 21 dias de armazenamento,
quando submetido a simulacdo das condic¢des gastrintestinais. O smoothie de frutas avaliado
apresentou potencial como alimento probiotico para o veiculo de Bifidobacterium animalis.
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