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Resumo. O presente trabalho teve o objetivo de avaliar o processo de encapsulacédo de
microrganismos probidticos em alginato de calcio pela técnica de aspersdo através da
variagdo da vazado de ar e de vazdo de solucdo de alginato de sodio, bem como a
sobrevivéncia dos microrganismos ap6s a encapsulacdo e posterior liofilizacdo. Os
resultados mostraram que o aumento da vazao de ar reduz o rendimento do processo e reduz
o diametro das capsulas. O congelamento e a liofilizagdo reduziram a populagdo das
bactérias probidticas encapsuladas. A sobrevivéncia dos microrganismos probidticos foi
maior nas capsulas com maior didametro médio.

Introducéo

O mercado dos produtos dito saudaveis vem aumentando a cada ano, novos
ingredientes e novos produtos estdo sendo desenvolvidos pela inddstria com apelo de reduzir
problemas de salde e proporcionar uma vida mais saudavel (Moira, 2003).

Por outro lado, os atuais consumidores procuram uma alimentacdo adequada,
visando alimentos que associem salde ao bem-estar. Com o conhecimento dos beneficios
causados por microrganismos probidticos, aumentou o interesse dos consumidores por
produtos com essas caracteristicas.

O termo probidtico se refere a microrganismos vivos, que administrados em
quantidades adequadas, garantem beneficios a satde do hospedeiro (FAO/ WHO, 2001). J& os
prebidticos sdo componentes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacdo ou atividade de populacbes de
bactérias desejaveis no colon (Mongensen et al, 2000).

Produtos lacteos fermentados e ndo fermentados sao considerados adequados para
a sobrevivéncia de microrganismos probioticos. Segundo varios estudos 0s microrganismos
devem permanecer viaveis e em numero elevado (acima de 10° UFC/g) durante o
processamento e armazenamento do alimento para que os efeitos benéficos sejam obtidos
(Anal e Sing, 2007).

A legislacdo brasileira tem como requisito especifico a quantidade minima viavel
para os probidticos na faixa de 10° a 10° UFC na recomendacéo diaria do produto, sendo que,
para quantidades menores a aceitacdo depende da comprovacao da eficiéncia do fabricante
(ANVISA, 2008)

A encapsulagdo de microrganismos probi6ticos tem sido utilizada para aumentar a
sobrevivéncia das bactérias no alimento e durante a passagem pelo trato digestivo. Entretanto
é importante que as caracteristicas sensoriais do produto ndo sejam prejudicadas. Segundo
Boscarioli (2010) a adicdo de microrganismos probioticos encapsulados em sorvete ndo foi
perceptivel ao paladar, indicando que a encapsulacdo é uma tecnologia vidvel para o
desenvolvimento de alimentos probioticos.

A encapsulacdo de probidticos com alginato de calcio pode ser uma alternativa
para o desenvolvimento de alimentos probioticos com baixa atividade de agua, como cereais,
chocolate, queijos duros, manteiga e margarinas. Entretanto é necessario que as capsulas
sejam secas de forma a apresentarem uma umidade compativel com o alimento no qual serad
adicionada (Anal e Singh, 2007).

A preservacdo de microrganismos por diferentes métodos de secagem tem sido
utilizada ha décadas. A liofilizacdo em particular é o0 método preferido para conservagdo de



microrganismos, entretanto o uso de “spray drier” e secadores de leito fluidizado também sdo
empregados pela industria (Morgan et al., 2006).

Considerando a pequena diversidade de alimentos probidticos, o estudo da
encapsulacdo e secagem sdo fundamentais para o desenvolvimento de novos alimentos
probidticos com baixa atividade de agua.

De forma a colaborar com o estudo sobre a encapsulacdo de microrganismos
probioticos, este trabalho teve como objetivo avaliar o processo de encapsulacdo de
microrganismos probidticos em alginato de calcio pela técnica de asperséo atraves da variacdo
da vazdo de ar e de vazdo de solucdo de alginato de sodio, bem como a sobrevivéncia dos
microrganismos apos a encapsulacao e posterior liofilizacao.

Material e Métodos

Microrganismos probioticos

As culturas liofilizadas utilizadas foram: Lactobacillus acidophilus NCFM
FloraFIT com contagem celular de aproximadamente 1,5 x 10 UFC/g de produto e
Bifidobacterium lactis BI-04 FloraFIT com contagem celular de 4,5 x 10 UFC/g, ambos da
empresa Danisco Brasil Ltda. As culturas foram mantidas a -18°C até o momento da
utilizacao.

Producédo das cépsulas de alginato de célcio

A producdo das capsulas de alginato de calcio foi feita pela técnica de aspersao
desenvolvida por Liserre, Ré e Franco (2007) e modificada por Boscarioli (2010). Uma
solucdo de alginato de sodio 1,0 % (Vetec) contendo 2,0% de goma acécia (Colloides
Naturels Brasil) foi aspergida em solugéo de cloreto de célcio 0,1 M (Vetec). Para a aspersao
da solucdo foi utilizado um tubo de aco inoxidavel (1,0 m 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 saido tipo leque (45°, modelo 1/4J da Systens do Brasil). As capsulas formadas
foram deixadas em repouso na solucdo de cloreto de célcio durante 30 minutos e entdo
retiradas da solucao por peneiras de ago inoxidavel (mesh de 250, 355, 500, 710 ¢ 1000 um) e
lavadas com agua destilada. Foram utilizadas trés vaz6es de ar (1,5+0,5;3,0£0,5e¢4,5+0,5
m3/min) e trés vazdes da solucdo de alginato de sodio (2,1 + 0,4; 3,93 + 0,04 e 5,93 + 0,09
mL/min).

As capsulas com microrganismos probioticos foram produzidas apenas com a
vazdo da solucdo de alginato de sodio de 5,93 + 0,09 mL/min e vazdo de ar de 1,5 + 0,5 e
3,0 £ 0,5 m3min. Os microrganismos foram adicionados a solucdo de alginato de sédio na
concentracdo de 0,5% de Lactobacillus acidophilus e 1,0 % de Bifidobacterium lactis. As
capsulas contendo os microrganismos foram separadas apenas pela peneira de aco inoxidavel
com mesh de 250 um, de forma a reter todas as capsulas de maior diametro.

Liofilizacdo das cépsulas

Parte das capsulas que foram produzidas foi refrigerada a 4°C e parte foi congelada
(~18°C por 24 h) no mesmo dia da producdo. Parte das capsulas que foram congeladas
durante 24 h foram analisadas e parte foi liofilizada. A liofilizacdo foi realizada em
Liofilizador Enterprise | (Terroni Equipamentos Cientificos), onde as cépsulas eram
colocadas congeladas (-18°C). As capsulas foram retiradas do liofilizador 24 h ap6s o inicio
do processo (vacuo: 0,200 — 0,300 uHg e temperatura do condensador de —37°C)



Determinacdo do didmetro médio das capsulas

O diametro das capsulas produzidas com as trés vazdes de ar e as trés vazdes da
solucdo de alginato de sodio, sem a utilizagdo dos microrganismos probidticos, foi
determinado em duplicata. As capsulas foram separadas em peneiras de ago inoxidavel (mesh
de 250, 355, 500, 710 e 1000 um) e lavadas com agua destilada. As capsulas foram coradas
com fucsina e observadas em microscopio biocular (CBA Olympus) com lente ocular
micrométrica previamente calibrada. Foi determinado o diametro de 20 capsulas retidas em
cada peneira. A massa de capsulas retidas em cada peneira foi utilizada para calculo de uma
média ponderada do diametro.

Analises Microbiolodgicas

As anélises microbiologicas para contagem de Lactobacillus acidophilus foram
realizadas em duplicata, em meio de cultura MRS 4gar. As placas foram incubadas em estufa
a 43°C por 72 horas em jarras de anaerobiose, contendo gerador de anaerobiose Anaerogem
(OXOID). As colbnias tipicas de Lactobacillus acidophilus apresentaram didmetro de
aproximadamente 3 mm, coloracdo branca, leitosa, achatadas e com borda irregular. Para
contagem de Bifidobacterium lactis, as analises também foram realizadas em duplicata, em
meio de cultura MRS agar contendo solucdes A, B e C. A solucdo A consiste em 0,01% de
antibidtico Dicloxacilina de sddio monohidratada, a solugcdo B consiste em cloreto de litio a
10%, e a solucdo C consiste em Cloridrato de L-cisteina a 10%. Foram adicionados 0,5% da
solucdo A, 1,0% da solucdo B e 0,5% da solugdo C no meio de cultura. As trés solucdes
foram adicionadas ao meio de cultura apos filtragdo em membrana com didmetro de 0,20 pum.
As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas em jarras de anaerobiose, contendo gerador
de anaerobiose Anaerogem (OXOID). As col6nias de Bifidobacterium lactis apresentam
didmetro entre 2 e 3 mm, coloragéo branca, leitosa e forma de lentilha (Oliveira, 2008).

Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA) utilizando
o Microsoft Office Excel. A comparacdo das médias foi realizada através do teste de Duncan,
considerando-se um nivel de significancia de 5%.
Resultados e Discussao

Rendimento do processo de encapsulacio e didmetro das capsulas

A determinacdo do rendimento (gespsulas/MLsolucio) fOi realizada para as trés vazoes
de ar e trés vazdes de solugdo de alginato de sddio. Observa-se na Figura 1 uma reducdo no
rendimento com a reducdo da vazao de ar. Para cada vazao da solucéo de alginato foi possivel
ajuste de uma equacgédo linear que correlaciona o rendimento com a vazdo de ar. As
correlagdes lineares e o coeficiente de correlacdo para as vazfes de 5,93 + 0,09 mL/min; 3,93
+ 0,04 mL/min e 2,1 + 0,4 mL/min estdo apresentados nas equacdes 1, 2 e 3, respectivamente,
sendo x a vazao de ar (mL/min) e y o diametro das capsulas (um).
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Figura 1 — Rendimento (Qcapsulas/MLsolugio) €M determinadas vazodes de ar e vazéo da solugéo
de alginato de calcio

y=-0,110x + 0,603 (r=0,99) equagao 1
y=-0,109x + 0,622 (r=0,93) equacgao 2
y=-0,117x + 0,624 (r=0,99) equacgdo 3

O maior rendimento foi obtido com a menor vazéo de ar (1,5 £ 0,5 m3min), onde
foram obtidas capsulas de maior didmetro médio, correspondente a (14 + 4)'102 pm.

Por outro lado, a vazdo da solugdo de alginato de sdédio ndo influenciou
significativamente (p > 0,05)o rendimento do processo.
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Figura 2 — Diametro (um) em determinadas vazdes de ar e vazao da solucdo de alginato de
sodio



O didmetro das capsulas também nédo foi influenciado pela vazdo da solugédo de
alginato de sodio (p>0,05), mas foi influenciado pela vazéo de ar (p<0,05) sendo que, quanto
maior a vazao de ar, menor o didametro médio das capsulas (Figura 2).

Nota-se também na figura 2 que o aumento da vazdo de ar de 1,5 + 0,5 para
3,0 £ 0,5 m3/min, reduziu muito o didmetro médio das cédpsulas, uma variagdo entre 800 e
1000 pm. J& com o aumento da vazdo de ar de 3,0 £ 0,5 para 4,5 = 0,5 m3/min a reducdo no
diametro das capsulas foi bem menor, correspondendo a uma variagdo entre 200 e 300 pm.
Portanto a relacdo obtida entre a vazdo de ar e o didmetro das capsulas ndo é linear,
diferentemente do observado para o rendimento do processo.

Sobrevivéncia dos microrganismos probioticos encapsulados

As Tabelas 1 e 2 apresentam os valores das popula¢Ges de microrganismos
probidticos encapsulados (log UFC/g), com diferentes didmetros de cépsula, submetidos ao
processo de refrigeracdo, congelamento e secagem.

Tabela 1 — Populacéo de Bifidobacterium lactis (log UFC/g) nas capsulas de alginato de
calcio

log UFCl/g
Diametro (um) Diametro (um)
Capsulas (4+£1).102pm (14 £4).102 ym

Refrigeradas 93+0/4 9,6+0,2
Congeladas 8,7x0,1 8,7+0,1
Liofilizadas 86+14 7,3+0,5

Tabela 2 — Populagéo de Lactobacillus acidophilus (log UFC/g) nas capsulas de alginato de
calcio

log UFC/g
Diametro (um) Diametro (um)
Céapsulas (4£1).102pm (14 +£4).102 um

Refrigeradas 9,1+04 91+04
Congeladas 8,8+0,2 8,6+0,1
Liofilizadas 8+1 8,3+0,2
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Figura 3 — Reducdo da populacédo de Bifidobacterium lactis (log UFC/g) nas capsulas de
alginato de calcio
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Figura 4 — Reducdo da populacdo de Lactobacillus acidophilus (log UFC/g) nas capsulas de
alginato de calcio

As Figuras 3 e 4 apresentam a reducdo da populacdo dos microrganismos
probidticos nas capsulas de alginato de célcio em relacdo as capsulas refrigeradas, para cada
didmetro médio de cépsula. Nota-se que ha reducdo de ambos os microrganismos probioticos
nas capsulas congeladas e liofilizadas.

A contagem de Bifidobacterium lactis e Lactobacillus acidophilus apresentou
maior reducdo da populacdo nas capsulas de menor didmetro quando comparadas as capsulas
refrigeradas, sugerindo que as capsulas de maior diametro oferecem maior resisténcia aos
microrganismos.

As capsulas refrigeradas (dia seguinte ap6s a producdo) apresentaram uma
contagem de microrganismos maior que nas capsulas congeladas e nas capsulas liofilizadas,
portanto, o congelamento e a liofilizagdo desses microrganismos sdo capazes de diminuir sua
populacéo.



Conclusoes

No processo de encapsulacdo em alginato de célcio pela técnica de aspersdo, as
altas vazdes de ar ocasionam a formacdo de capsulas com menor didmetro médio e menor
rendimento na produgdo das mesmas.

O congelamento e a liofilizagdo de bactérias probioticas encapsuladas em alginato
de célcio diminuem a populacdo das mesmas.

A encapsulacdo de microrganismos probioticos e secagem em liofilizador em
conjunto sdo alternativas viaveis para industrias de alimentos produzirem alimentos secos
com caracteristica probidtica.
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