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Resumo. Os consumidores atualmente buscam alimentos que além de serem saborosos,
também apresentem caracteristicas funcionais. O desenvolvimento de um smoothie probiético
vem ao encontro desta proposta, aliando os beneficios e o sabor das frutas, a funcionalidade
de microrganismos probi6ticos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia de
Lactobacillus rhamnosus microencapsulado, adicionado em smoothie de frutas durante 21 dias
de armazenamento e durante a simulagdo gastrintestinal in vitro. A bactéria foi encapsulada
em alginato de célcio, utilizando a técnica da extrusdo, com dois diferentes diametros de
capsulas e, em seguida, foi adicionada ao smoothie. Durante os 21 dias de armazenamento a
5°C foi realizada a contagem do probiotico e avaliada a resisténcia gastrintestinal no primeiro
e 21° dia. Durante o armazenamento do smoothie, a contagem de L. rhamnosus permaneceu
elevada (acima de 10" UFC/g) independentemente das células estarem encapsuladas ou livres.
O aumento do didmetro das cépsulas reduziu a viabilidade do microrganismo no final da
simulago gastrintestinal in vitro.

Introducéo

O termo “probidtico” se refere aos microrganismos que ao serem ingeridos vivos € em
quantidade adequada apresentam beneficios a saude do hospedeiro (SATHYABANA, et al.
2014). A ocorréncia destes beneficios depende do alimento em que o probiotico esté inserido e
da cepa utilizada (STANTON, et al. 2001), porém uma dose diaria de 10° células viaveis por
grama de produto foi proposta por LEE e SALMINEN (1995). Nos alimentos os probioticos
devem permanecer vidveis e em nimero elevado, durante toda vida Gtil do produto. Entretanto,
como alguns alimentos apresentam caracteristicas e condi¢cbes de armazenamento néo
favoraveis a sobrevivéncia da bactéria, faz-se necessario a utilizacdo de técnicas que ajudem na
protecdo do microrganismo, como por exemplo, a microencapsulacao.

A microencapsulacdo pode ser realizada por meio de spray-drying, leito fluidizado,
extrusdo, técnica de separacdo de fases/coacervacdo, emulsdo, imobilizacdo em gordura e em
granulos de amido (MENEZES, et al. 2013). Também € possivel, para a mesma técnica de
encapsulacdo, variar as condi¢des de processo (composicdo da solucdo encapsulante,
temperatura, vazdo, etc) de forma a obter capsulas com caracteristicas mais adequadas a
sobrevivéncia da bactéria no alimento. A técnica da extrusdo consiste no preparo de uma
solucdo hidrocoldide, como alginato de sodio, na qual sdo adicionados 0s microrganismos. A
extrusdo desta suspensdo € realizada por meio de uma seringa, gotejando-a em uma solucao de
endurecimento do hidrocoldide (CaCl,), onde as capsulas sdo formadas instantaneamente. O
tamanho e o formato das microcapsulas variam de acordo com o didmetro da seringa utilizada,
com a viscosidade da solucédo de alginato, e com a distancia entre o dispositivo e a solucéo de
cloreto de célcio.

Os smoothies, por apresentarem alta concentracdo de mais de uma fruta, podem ser
classificados como sucos tropicas, apresentando caracteristicas diferenciais de cremosidade,
leveza e frescor (TEIXEIRA 2012). Entretanto, devido ao seu baixo pH néo s@o considerados
veiculos adequados para microrganismos probidticos, uma vez que valores de pH menores que
4,5 dificultam a sobrevivéncia das bactérias durante a vida de prateleira do produto refrigerado.



Sendo assim, a microencapsulacdo da cultura pode ser uma alternativa para aumentar sua
viabilidade em bebidas de alta acidez, como os smoothies.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do didmetro das microcépsulas de
alginato de célcio contendo Lactobacillus rhamnosus, na sobrevivéncia do microrganismo,
adicionado em smoothie de frutas amarelas comercial, durante 21 dias de armazenamento e
durante a simulagdo gastrintestinal in vitro.

Material e Métodos

Preparo da cultura probiotica

A cultura liofilizada de Lactobacillus rhamnosus HNOO1 (DuPont) foi cultivada em
frascos contendo 99 ml de caldo MRS, durante 21 h em estufa a 37,0 °C. O caldo foi
centrifugado (Mega 21R, Hanil) por 15 minutos em temperatura de 4°C e rotacdo de 6000 rpm,
para obtencdo do pellet, que foi lavado duas vezes com solucao salina estéril 0,85%, suspenso
em 20 ml de salina e adicionado em 180 mL da solucdo encapsulante de alginato de sodio.

Microencapsulacédo

A técnica de encapsulacdo utilizada foi a de extrusdo conforme descrita por
BOSCARIOLI (2010) com modificagdes. A solucédo encapsulante de alginato de sodio 1,0%
contendo a bactéria probiotica foi aspergida, atraves de um bico aspersor tipo leque, em uma
solucéo de cloreto de calcio 0,1 M onde as capsulas eram formadas. As capsulas permaneceram
30 min na solucdo antes de serem separadas por filtracdo. A separacdo das capsulas da solucéo
de cloreto de célcio foi feita por meio de duas peneiras de ago inox de diferentes aberturas de
malha, 710 e 250 um, e por papéis de filtro qualitativo. A lavagem foi feita com solucédo salina
0,85% estéril. As capsulas retidas na peneira com abertura de 250 um e nos papéis de filtro
foram adicionadas ao smoothie.

A variacdo das condicdes de processo geram capsulas com caracteristicas diferentes.
Para este estudo foram produzidos dois diferentes tipos de capsulas, as quais estdo descritas na
tabela 1.

Tabela 1 — Descricdo das condic6es de processo para producdo de capsulas com diferentes

didmetros.
- « Vazao Solucéo Vazdo Ar A
Cépsula Compé)r?é(;a(;udlzriglugao Encapsulante Comprimido D'?mrﬁ)t ro
P (mL.min") (L.min"%) H
1 Alginato de sodio 1,0 % 12,1 +0,5 6,3+0,2 34+8
2 Alginato de sodio 1,0 % 12,1 £0,5 3,72+0,09 231+ 17

Adicdo do microrganismo ao smoothie

Em tubos de polipropileno estéreis de 15 mL foram adicionados 1,0 g das capsulas e
10,0 g de smoothie. As amostras foram homogeneizadas em agitador vortex, e armazenadas a
4°C por 21 dias.

Para a adicdo das células livres, foram adicionados 20 mL de smoothie ao pellet formado
e homogeneizado em agitador mecanico. Esta suspensédo foi transferida para um saco plastico
estéril e 240 mL de smoothie foram adicionados. A mistura foi homogeneizada em stomacher
(Seward) a 260 rpm por 1 minuto, e fracdes de 10,00 g foram transferidas para tubos de 15 mL
estéreis, que foram armazenados a 4°C por 21 dias




Simulacdo gastrintestinal

A simulacdo gastrointestinal foi realizada segundo metodologia descrita por
MADUREIRA, et al. (2011) e VERRUCK, et al. (2015) com algumas modificagcdes. A
simulacdo apresenta trés etapas: fase gastrica (FG), fase duodeno (FD) e fase ileo (FI). As
amostras para determinar a contagem de probioticos foram retiradas apds 30 min (FG30) e 90
min (FG90) da fase géastrica, apds 30 min da fase duodeno (FD) e ap6s 60 min da fase ileo (FI).

Na fase gastrica, foi adicionado HCI 1M para reducéo do pH entre 2,1 e 2,5 e solugédo
de pepsina (P7012, Sigma-Aldrich) na concentragdo de 25 g/L preparada em HCI 0,1 M, de
modo que a concentracdo no meio de reagéo fosse 1,25 g/L. Nesta fase, a amostra foi submetida
a uma agitacao de 130 rpm, por 90 minutos.

Para a etapa do duodeno foi adicionado NaHCO3 1 M para aumento do pH entre 4,5 a
5,2, e, em seguida utilizou-se uma solugdo contendo 2 g/L de pancreatina (P1750, Sigma-
Aldrich) e 12 g/L de sais biliares bovino e ovino (B8381, Sigma-Aldrich) em NaHCO3 0,1 M.
A concentracao final no meio de reacdo foi de 0,55 g/L de pancreatina e 3,3 g/L de sais biliares.
Os tubos permaneceram sob agitacao de 45 rpm durante 30 min.

Na fase ileo foi adicionado NaHCO3 1M para aumento do pH entre 6,3 a 6,5 e solucéo
2 g/L de pancreatina e 12 g/L de sais biliares em NaHCO3 0,1M para corre¢cdo da concentracao
no meio de reacdo para 0,55 g/L e 3,3 g/L respectivamente. O tubo permaneceu sob agitacao
de 45 rpm durante 60 minutos.

Enumeracdo de L. rhamnosus

Para a quantificacdo de L. rhamnosus no smoothie durante o armazenamento e durante
a simulacdo gastrintestinal as amostras encapsuladas foram diluidas em solugédo tampéo fosfato,
pH 7,0, e homogeneizada em Stomacher a 230 rpm por 10 min. Ja as amostras contendo células
livres foram diluidas em solucéo salina 0,85% estéril e homogeneizadas em Stomacher a 260
rpm por 1 min.

Apos as diluicdes as amostras foram cultivadas em agar MRS (Oxoid) e as placas foram
incubadas em estufa a 37,0 °C por 48 horas.

Planejamento experimental e analise estatistica

Foram avaliados 3 tratamentos: células livres no smoothie (T1), bactérias encapsuladas
em alginato 1,0% com vazéo de ar comprimido de 3,7 L/min (T2) e bactérias encapsuladas em
alginato 1,0% com vazdo de ar comprimido de 6,3 L/min (T3).

Em cada um dos tratamentos, para acompanhamento da sobrevivéncia da bactéria no
smoothie, foram realizadas analises microbiologicas nos dias 1, 7, 14 e 21. Ja a simulacdo
gastrintestinal foi realizada apenas nos dias 1 e 21 de armazenamento.

Para analise estatistica dos dados, foi realizada analise de variancia e método de Tukey,
com nivel de significancia de 5,0%.

Resultados e Discusséo

A tabela 2 apresenta os valores méedios para as contagens de L. rhamnosus no smoothie
durante os 21 dias de armazenamento a 5°C.

As contagens de L. rhamnosus livre e encapsulado em cépsulas de maior diametro
(231+17 um) ndo apresentaram diferenca significativa ao longo do armazenamento. Entretanto
quando a encapsulacédo foi realizada em capsulas de menor diametro (34+8 um), as contagens
tiveram uma reducdo significativa (p < 0,05) no 21°, 0,7 log em relacdo ao primeiro dia de
armazenamento. As capsulas de menor didmetro reduziram a viabilidade da bactéria no
smoothie no 21° dia de armazenamentos quando comparada com as células livres.



Tabela 2 — Contagem de L. rhamnosus durante 21 dias de armazenamento

Log UFC/g
Tempo (dias) Livre E(g(ﬁ)g l:,II?T?)O (Ezgiaipf? IS?:)
1 8,27+0,08" 8,2+0,2/ 7,940,014
7 8,240,172 7,99+0,092 7,840,242
14 8,240,242 7,83+0,04A82 7,740,342
21 8,240,172 7,5+0,3BP 7,740,170

AB — médias com letras mailsculas sobrescritas em comum na mesma coluna ndo diferem
significativamente (p >0,05).
a,b — médias com letras minlsculas sobrescritas em comum na mesma linha ndo diferem
significativamente (p > 0,05).

Para todos os tratamentos avaliados a contagem de L. rhamnosus ao final de 21 dias de
armazenamento permaneceu acima de 10’ UFC/mL, indicando boa resisténcia da bactéria ao
baixo pH do smoothie. No inicio do armazenamento o pH dos smoothies dos trés tratamentos
variou de 3,53 a 3,70 e com 21 dias a variacdo foi de 3,56 a 3,59 (Figura 1).
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Figura 1 - Valores de pH do smoothie durante 21 dias de armazenamento

Na simulacdo gastrintestinal in vitro realizada no 1° dia de armazenamento (Tabela 3),
a andlise estatistica demonstrou haver interacdo significativa entre o tratamento e a fase da
simulacdo. Para as células livres e encapsuladas (348 um), as contagens foram semelhantes
ao longo da simulacdo e entre os tratamentos, sem diferenca significativa (p > 0,05). Na fase
gastrica as contagens se mantiveram constantes, sem apresentar reducéo significativa (p > 0,05),
entretanto na fase duodeno e ileo a reducéo foi de 5 log nos dois tratamentos. Na encapsulacao
com capsulas de maior diametro (23117 um), a reducdo na contagem do probidtico na fase
géastrica (FG90) foi de 1 log, entretanto ndo significativa (p > 0,05). J& na fase ileo (FI) a redugéo
da contagem da bactéria foi de 4,8 log.



Tabela 3 — Contagem de L. rhamnosus durante simulagdo gastrintestinal no dia 1 de

armazenamento
Log UFC/g
. Encapsulado Encapsulado
Fase Livre (3448 pm) (231+17 pm)
Inicio 8,27+0,082 8,1+0,1%a 7,94+0,01%2
FG30 8,1+0,2%a 7,940,178 6,95+0,02A852
FG90 8,1+0,2%a 8,1+0,2%a 6,8+0,2ABa
FD 3,23+0,01B° 34180 5,69+0,0752
FI 3,740,382 3,640,852 2+0°P

A, B, C — médias com letras maiusculas sobrescritas em comum na mesma coluna nao diferem
significativamente.
a, b, ¢ — médias com letras mindsculas sobrescritas em comum na mesma linha ndo diferem
significativamente.

Analisando cada uma das fases (Figura 2), é possivel observar que os tratamentos ndo
apresentam diferenca significativa (p > 0,05) até o final da fase gastrica. Na fase duodeno, as
capsulas (231+17 um) maiores se mostraram mais eficazes na protecdo do microrganismo,
porém, na fase ileo (FI), ocorreu uma queda de 75% na contagem do probiotico, atingindo valor
significativamente menor (p < 0,05) do que dos outros tratamentos. Ja para as células livres e
encapsuladas com menor didmetro (34+8 um), as contagens nédo diferiram significativamente
(p > 0,05) durante todo o teste de simulacdo gastrintestinal in vitro.
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Figura 2 - Contagem de L. rhamnosus durante simulacdo gastrintestinal no dia 1 do
armazenamento

Para a simulacdo no 21° dia, a analise estatistica também mostrou haver interacao
significativa entre a fase da simulacdo e o tratamento. Os resultados estdo na tabela 4.



Tabela 4 - Contagem de L. rhamnosus durante simulagdo gastrintestinal no dia 21 de

armazenamento
Log UFC/g

Fase Livre Encapsulado Encapsulado
(3448 pum) (231£17 pm)

Inicio 8,240,142 7,740,142 7,740,142

FG30 8,11+0,017 7,5+0,3/ 7,6+0,17

FG90 7,740,272 7,2+0,3/ 7,1+0,7/

FD 2+1Bb 4,4+0,38 5,240,582
Fl 3+2B2 3,1+0,9%° 1,79+0,02¢

A, B, C — médias com letras maiusculas sobrescritas em comum na mesma coluna nao diferem
significativamente.
a, b, ¢ — médias com letras minGsculas sobrescritas em comum na mesma linha ndo diferem
significativamente.

No dia 21, as células livres e encapsuladas tiveram comportamento semelhante ao
observado na simulacdo do dia 1. Na fase gastrica tanto as celulas livres como encapsuladas
ndo apresentaram variacdo significativa (p > 0,05), mantendo a contagem inicial. Na fase
duodeno (FD) a maior reducdo do nimero de probioticos foi observada para as células livres
(6,2 log), diferindo significativamente (p > 0,05) da reducdo para células encapsuladas com
maior diametro (2,5 log). Por outro lado, na fase ileo (FI) as contagens no tratamento com
capsulas maiores apresentou a maior reducdo (3,4 log), enquanto no tratamento com células
livres e com cépsulas de menor didmetro, a variacdo ndo foi significativa (p > 0,05) (Figura 3).
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Figura 3 - Contagem de L. rhamnosus durante simulacdo gastrintestinal no dia 21 do
armazenamento

No final da fase ileo o tratamento com capsulas de maior diametro apresentou contagens
significativamente menores (1,7 log) que o tratamento com células livres, no primeiro dia de
armazenamento, entretanto no vigésimo primeiro dia a diferenca néo foi significativa (p > 0,05),
embora a contagem tenha sido 1 log menor. Ja o tratamento com capsulas de diametro menor,
apresentou contagens que nao diferem significativamente dos resultados com células livres, ndo
demonstrando vantagem em relacéo a aplicagdo direta do microrganismo no smoothie.



Conclusdes

O microrganismo probidtico Lactobacillus rhamnosus apresentou elevada viabilidade
em bebida de alta acidez (smoothie) durante os 21 dias de armazenamento em refrigeracao,
tanto livre como encapsulado em alginato de célcio.

A variacdo do didmetro da cépsula ndo demonstrou influéncia significativa na
sobrevivéncia do probidtico Lactobacillus rhamnosus. Na simulagdo gastrintestinal in vitro, o
aumento no didmetro da cépsula foi desfavoravel a protecdo da bactéria durante,
principalmente, o final da simulacéo (fase ileo).

A encapsulacdo de L. rhamnosus em alginato de calcio ndo demonstrou vantagem em
relacdo a aplicacdo direta das bactérias ao smoothie, independentemente do seu diametro.
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