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RESUMO

As culturas lacticas Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus foram
microencapsuladas em acetato ftalato celulose com inulina e outros compostos pela
técnica de secagem por atomizacdo em spray dryer. O comportamento das
microcpsulas foi avaliado em solu¢cbes tampdo com pH 4,5, 6,0 e 7,5. Como
resultados, obteve-se contagens acima de 8 ciclos logaritmicos de células por grama
para as duas espécies de bactérias ap6s secagem a 110°C. Observou-se que um
perfil de liberacao controlada em fung&o do valor de pH, devido a retengéo de células
em solug¢des com pH 4,5 e liberacédo total das células em solu¢des com pH 7,5 apés 3
horas de reagdo. Conclui-se que a microencapsulacao por secagem em spray dryer é
vidvel tecnologicamente e que a utilizagcao do acetato ftalato celulose como material de
revestimento resulta em particulas com liberagéo controlada em funcao do pH.
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ABSTRACT

Bifidobacterium animalis subsp. lactis and Lactobacillus acidophilus were entrapped in
cellulose acetate phthalate with inulin and others compounds by spray-drying
technique. Survival and in vitro release of bacteria from the microparticles were
investigated under conditions with pH 4.5, 6.0 e 7.5. The number of cells released from
the microparticles was higher than 8 logarithmic cycles per gram for both species, after
dehydration at 110°C. These particles presented increased retention of cells within the
capsules at pH 4.5, but at pH 7.5 the probiotic cells were completely released after 3
hours of reaction. It was concluded that microencapsulation by spray drying constitutes
a viable technology, and the use of cellulose acetate phthalate allows a controlled
release, according to the pH of the buffer.
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INTRODUCAO

A maior conscientizacdo do consumidor pela incorporacéo da dieta a um estilo de vida
saudavel levou a criagcdo de um mercado para produtos saudaveis, denominados
alimentos funcionais (ARVANITOYANNIS, HOUWELINGEN-KOUKALIAROGLOU,
2005). Esses alimentos, além de fornecerem a nutricdo bésica, possuem potencial
para promover a saude por meio de mecanismos ndo previstos pela nutricdo
convencional (SANDERS, 1998). Destacam-se 0s probi6ticos que sdo microrganismos
vivos que administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO, WHO, 2001; SANDERS, 2003) e os prebidticos, definidos como
'ingredientes seletivamente fermentaveis que permitem modificacbes especificas na
composicao e/ou na atividade da microbiota gastrintestinal que resultam em beneficios
ao bem estar e a salude do hospedeiro' (GIBSON et al., 2004; ROBERFROID, 2007;
WELLS, SAULNIER, GIBSON, 2008). Entretanto, para exercer efeitos benéficos, as
bactérias probibticas precisam resistir ao alimento e a passagem pelo suco gastrico e

trato intestinal, com a presenca de enzimas digestivas e sais de bile.

A microencapsulacdo, definida como uma tecnologia de empacotamento que, com
finas camadas poliméricas forma particulas denominadas microcdpsulas (SANTOS et
al., 2000), pode ser utilizada para a prote¢éo de células microbianas para aumentar a
porcentagem de células integras ap0s determinado tempo de vida-de-prateleira em

alimentos e para proteger a célula bacteriana da acdo do trato gastrintestinal.

A técnica de secagem e microencapsulacdo por spray dryer além de produzir um
produto de boa qualidade, € econbmica e pode ser aplicada em grandes escalas na
industria de alimentos (JACKSON, LEE, 1993). O agente encapsulante ideal para esse
processo deve possuir boa capacidade emulsificante e de formacéo de filme, ter baixa
viscosidade em altas concentragdes de sélidos, sabor pouco acentuado, estabilidade e
boa protecdo ao material ativo (SHAHIDI, HAN, 1993; Jackson e Lee, 1993). Porém, a
desvantagem desse processo € a alta temperatura utilizada para a secagem, podendo
inviabilizar a aplicagdo com culturas. Todavia, ajustes adequados na metodologia

podem permitir a obtencdo de culturas encapsuladas viaveis (KAILASAPATHY, 2002).

Os objetivos deste trabalho foram o desenvolvimento de microparticulas com culturas
probiéticas (L. acidophilus e B. animalis) e inulina pelo método de microencapsulacéo
por secagem em spray dryer sob diferentes condigbes de processamento, e a

avaliacao dessas microparticulas em solugbes tampéo com pH 4,5, 6,0 e 7,5.



MATERIAL E METODOS

Para o processo de microencapsulagdo, foram utilizadas as culturas probitticas
Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, além
dos seguintes materiais: acetato ftalato de celulose (CAP), maltodextrina, glicerol,
inulina, Tween 80 e leite reconstituido. As culturas B. animalis e L. acidophilus foram
reativadas com leite desnatado e caldo MRS, respectivamente, centrifugadas e
lavadas em salina (0,85%) por duas vezes. Para a encapsulacao através da técnica de
secagem em Spray Dryer utilizou-se a férmula apresentada na Tabela 1. A formulacao
com B. animalis foi submetida a secagem com diferentes temperaturas do ar de
entrada (110° C, 130° C e 160° C), enquanto que a formulacdo com LA5 foi
desidratada a 110° C. O equipamento utilizado para a microencapsulacdo foi o
aparelho de Spray Dryer modelo Buchi-290 com bico pulverizador de 1,5 milimetro de

didmetr e capacidade de evaporacéo de 1,0L/hora.

Tabela 1. Formulacdo do material de revestimento que foi atomizado e seco no Spray dryer.

Reagentes Formulacdo Padrdo (FP)
Tampao fosfato pH 8,0 100 ml
CAP — Acetato ftalato de celulose 7,59
Glicerol 3,50
Maltodextrina 2,09
Inulina 1,0g
Tween 80 0,1g
Leite reconstituido 3,09

Apbs a obtencao das particulas desidratadas, cada amostra foi dissolvida em solugéo
tampéo fosfato ajustada em pH 6,0 e pH 7,5, e solucdo tampéo acetato ajustada em
pH 4,5. As solucbes foram submetidas a agitacdo, sendo aliquotas retiradas apés 60,
120 e 180 minutos de cada. As populacbes de L. acidophilus foram enumeradas em
agar MRS e de B. animalis em agar MRS suplementado com cloreto de litio (0,1%),
propionato de sodio (0,3%) e L-cisteina (0,05%) pela técnica de semeadura em
profundidade e incubac&o a 37’ C em anaerobiose por 72 horas. Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise estatistica (ANOVA e Teste de Tukey com o software
STATISTICA 5.0 ®, Statsoft). As amostras também foram submetidas, posteriormente,

a andlise por microscopia Optica.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que a metodologia de formagéo de particulas por secagem em spray dryer
€ tecnologicamente viavel para a producdo de microparticulas caracterizadas como

matrizes poliméricas com microrganismos imobilizados.

Apbés a obtencdo das microparticulas com as culturas, iniciou-se os estudos de
liberacdo de células das particulas. As populacdes de B. animalis liberadas das
particulas apds ensaios em tampdes com diferentes valores de pH podem ser
analisadas na Tabela 2 e na Figura 1. Observa-se que as particulas apresentaram um
perfil de liberacdo controlada em relacdo ao tempo e ao pH do meio. As contagens
obtidas apds 180 minutos de dissolucdo das particulas mostraram que a maior
populacéo foi de 8,43 log UFC/g com as particulas secas a 110°'C, e comparando esse
resultado a concentracdo inicial de células viaveis adicionadas (9,41 log UFC/g),
ocorreu perda celular de apenas um ciclo logaritmico de células. Por outro lado, com
as secagens a 130°C e 160° C, as perdas foram de 2,45 e 4,13 ciclos logaritmicos,
respectivamente, tornando a populagdo de bifidobactérias relativamente baixa para
uma possivel aplicagdo em alimentos. Essa diminuigdo na populagéo provavelmente
ocorreu devido a permanéncia das bactérias em temperaturas do ar de saida do
equipamento mais altas, durante o periodo de secagem. Em relagdo ao pH do meio de
dissolucéo, para o valor de pH 4,5, obteve-se as contagens mais baixas que variaram
de 2,02 a 4,24 log UFC/g em todos os tempos testados. Isso significa que
praticamente ndo houve liberacdo ou dissolucdo das particulas nesse meio, e essa
contagem provavelmente ocorre devido as células que estdo na superficie das
particulas e que podem se desprender a qualquer momento. No tampéo pH 6,0,
observa-se que os valores de contagens foram intermediarios permanecendo entre
5,04 e 7,98 Log UFC/g. Provavelmente nesse meio a dissolucdo das particulas néo foi
completa. Finalmente, com o tampdo pH 7,5, obteve-se as contagens mais altas,
chegando a 8,43 log UFC/g com as particulas secas a 110°C. Todavia, 0 aspecto mais
relevante desses resultados é a diferenca na liberacdo entre as solu¢cdes com pH 4,5,
6,0 e 7,5, pois considerando quase todos os resultados, as contagens obtidas nesses
valores de pH em funcdo do tempo de liberacdo, apresentaram diferencas
significativas (P<0,05). Esse perfil de liberacdo mostra que essas particulas possuem
potencial para aplicacdo em alimentos com pH abaixo de 4,5, e também para uma

possivel liberacdo controlada no intestino.



Para Lactobacillus acidophilus LA-5 encapsulados em formulag&o padréo, os testes de
dissolucdo demonstraram que ocorreu comportamento similar ao B. animalis
encapsulado nas mesmas condi¢bes. Em pH 4,5, ocorreu liberagdo maxima de 5,31
Log UFC/g apés 180 minutos de dissolucao (Tabela 3 e Figura 2). No tampdao pH 6,0,
as populagdes obtidas foram de 7,86 e 8,36 Log UFC/g ap6s 120 e 180 min de reagéo,
sendo superiores as populacdes obtidas com a liberagdo em tampado 4,5, mas
estatisticamente iguais aos valores obtidos com pH 7,5, que foram 7,88 e 8,23 Log

UFC/g nos mesmos intervalos de tempos.

Tabela 2. Populacdes de B. animalis (log UFC/g) nas particulas (formulagcdo padrao) obtidas em

diferentes temperaturas de secagem e tratadas com solu¢ées pH 4,5, 6,0 e 7,5.

Tempo 110°C 130°C 160°C

(Mn)  pH45 pH6,0 pH7,5 pH45 pHG6,0 pH75 pH4A5 pH60 PpH75

60 2,05 6,99 6,119 2,02° 505" 6,872 2129 504> 336
120 3,04" 6,99° 7,29° 3,15° 518" 6,942 312" 5239 52pad
180 4,24° 708" 843* 4,16° 514" 6,968 4,13° 555 528

Obs.: Para cada valor de temperatura, valores relacionados com letras iguais nédo s&o significativamente
diferentes (P<0,05).
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Figura 3. Populacbes de Bifidobacterium animalis subp. lactis (BB12)
liberadas das particulas com formulagéo padréo apés 60, 120 e 180 min em
tampdes pH 4,5, 6,0 e 7,5.



Tabela 3. Populagbes de L. acidophilus LA-5 (log UFC/g) em particulas (FP) obtidas com
secagem a 110°C e tratadas com solucées pH 4,5, 6,0 e 7,5.

Tempo (min) pH 4,5 pH 6,0 pH 7,5
60 4,04° 7,86° 7,88"°
120 4,20° 8,25% 8,19%°
180 5,31 8,36" 8,23ab

Obs.: Valores relacionados com letras iguais ndo séo significativamente diferentes (P<0,05).
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Figura 2. Populacdes de L. acidophilus LA-5 liberadas das particulas
com formulacdo padréo apds 60, 120 e 180 min em tampdes pH 4,5,

6,0e7,5.
CONCLUSAO

Conclui-se a producdo de microparticulas com acetato ftalato celulose e inulina para
imobilizacdo de bactérias probiéticas é tecnologicamente viavel com a utilizacdo da
técnica de secagem em spray dryer. As particulas obtidas por esta metodologia
apresentaram um perfil de liberacdo controlada em funcdo do pH, o que as torna
insoliveis em valores de pH menores que 4,5. Esse perfil de liberagdo controlada
pode ser considerado como um avango tecnoldégico para a futura aplicacdo dessas
particulas em alimentos com pH acido como, por exemplo, sucos e leites fermentados.
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