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RESUMO

No presente estudo foi desenvolvida uma formulagcdo microencapsulada contendo o
micro-organismo probidtico Lactobacillus casei utilizando a técnica de secagem por
spray drying. O ensaio fermentativo foi realizado em duas etapas: escolha da menor
concentracdo de glicose no meio de cultivo e avaliacdo da cinética de crescimento.
O micro-organismo foi cultivado em frascos em condicdo estacionaria empregando-
se soro de leite como substrato para crescimento celular, sendo obtidos os dados
cinéticos do cultivo pela determinacdo do teor de células vidveis e pH. O caldo
fermentado foi submetido a microencapsulacdo empregando o método de secagem
por spray drying. Para a otimizacdo das condi¢cdes de secagem, foi empregado um
planejamento experimental do tipo DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional), com duas variaveis independentes (temperatura de entrada do ar e
concentracdo do agente encapsulante maltodextrina), tendo como variavel resposta
a concentracdo de células viaveis. As microcapsulas obtidas foram caracterizadas
pela analise de solubilidade, higroscopicidade, molhabilidade, concentracdo de
células viaveis, atividade de agua, andlise térmica e teor de umidade. A
caracterizagdo morfologica foi realizada por microscopia oOptica, e a estabilidade dos
pés foi avaliada durante um tempo de estocagem de 60 dias. A cinética de
crescimento celular demonstrou que a fase de crescimento exponencial se inicia a
partir de 17 h de cultivo, com fase estaciondria a partir de 36 h e velocidade maxima
de crescimento (uwa) de 0,52 + 0,03 h™. Ao final de 43 h, é atingida uma
concentracdo de células vidveis de 3,0 x 10'° UFC/mL. A condicdo de secagem
selecionada foi uma temperatura do ar de entrada de 70°C e 25 % de maltodextrina,
conferindo as microcapsulas uma umidade de 4,8 + 0,43 %, solubilidade de 97,03 +
0,04 %, molhabilidade de 100% em 1,16 minutos, atividade de &gua de 0,14,
higroscopicidade de 35,20 g H,O/100g e uma concentracdo de células viaveis de
1,12 x 10'° UFC/g.'A temperatura de -8 °C garantiu a manutencdo da viabilidade
celular, mantendo a concentracdo das células acima de 9 log UFC/g durante 60 dias.
As microcapsulas apresentaram forma esférica e superficie uniforme. Os resultados
da andlise térmica sugerem que foram obtidas microcapsulas com elevada

estabilidade térmica.

Palavras-chave: Atomizacao. Alimentos funcionais. Planejamento estatistico.



ABSTRACT

In the current research a microencapsulated formulation containing the probiotic
micro-organism Lactobacillus casei was developed using the spray drying technique.
Fermentation assays were carried out in two steps: choosing the lowest glucose
concentration in the culture medium and evaluation of growth kinetics on the selected
culture medium. The micro-organism was grown in flasks in stationary condition
employing whey as substrate for cell growth; cell culture kinetic data were obtained
by determination of viable cells counting and pH. The fermented broth was subjected
to microencapsulation by the spray drying method. For the optimization of drying
conditions was used a rotational central composite design with two independent
variables (air inlet temperature and concentration of the encapsulating agent
maltodextrin) and one dependent variable (concentration of viable cells). The
microcapsules were characterized by analysis of solubility, hygroscopicity, wettability,
viable cell concentration and moisture content. Morphological characterization was
performed by optical microscopy, and powders stability was evaluated during a
storage time of 60 days. The cell growth kinetics demonstrates that the exponential
growth phase begins after 17 h, with the stationary phase starting after 36 h and
maximum growth speed (Uwma) Of 0.52 + 0.03 h™. After 43 h a viable cell
concentration of 3.0 x 10'® CFU / mL was achieved. The selected drying conditions
were inlet air temperature of 70 °C and 25 % maltodextrin, resulting in microcapsules
with humidity of 4.8 + 0.43 %, solubility of 97.03 + 0.04 %, wettability of 100% at 1.16
minutes, water activity of 0.14, hygroscopicity of 35.20 g H,O/100g, and a viable cell
concentration of 1.12 x 10*° CFU/g. A temperature of -8 °C ensured cell viability by
maintaining the cell concentration above 9 log CFU/g during 60 days. The
microcapsules were spherical and presented uniform surface. The results of thermal

analysis suggested that were obtained microcapsules with high thermal stability.

Keywords: Atomization. Functional foods. Statistical planning
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1. INTRODUCAO

A necessidade de incorporacdo de uma alimentacdo saudavel e equilibrada
aos habitos diarios e o interesse pelos produtos denominados funcionais é cada vez
mais crescente. Os alimentos funcionais sdo aqueles que, além de nutrir, promovem
beneficios a satude do individuo (SANDERS, 1998). De acordo com a ANVISA
(BRASIL, 2008), enquadram-se como alimentos funcionais os probidticos, licopenos,
acidos graxos, 6mega 3, luteina, fibras alimentares, zeaxantina, beta glucana,
dextrina resistente, frutooligosacarideo, goma guar parcialmente hidrolisada, inulina,
lactulose, polidextrose, psillium, quitosana, fitoesterois, manitol, xilitol, sorbitol e
proteina de soja.

Os probidticos séo classificados como suplementos de micro-organismos
vivos, agrupados ou ndo, que sdo incorporados a dieta, influenciando de forma
benéfica o desenvolvimento e manutencdo da microbiota intestinal quando
administrados em quantidades adequadas (HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002;
BRASIL, 2008; REIG; ANESTO, 2002).

Os beneficios da estimulagdo e manutencdo da microbiota autéctone pelos
probidticos justificam-se pelo conjunto de acbes antagbnicas, competitivas e
estimuladoras, que resultam em resisténcia frente a patdgenos. A manutencao do
epitélio e da microbiota intestinal representa uma barreira estavel em individuos
saudaveis. Esta, quando alterada, facilita a invasao por patégenos e substancias
nocivas. IniUmeras sao as vantagens apresentadas na utilizacdo de probioticos:
regulacdo da microbiota intestinal apos o uso de antibidticos, diminuicdo de
patébgenos através da producdo de &cidos e promocdo da digestdo de lactose
(GOMES; MALCATA, 1999).

Os pré-requisitos necessarios para o uso comercial dos micro-organismos
probidticos sdo a sua sobrevivéncia, em numero suficientemente elevado, durante a
producdo e estocagem e a passagem pelo trato gastrintestinal superior (ANNAN et
al.,, 2008; KAILASAPATHY; CHIN, 2000; MARTONI et al., 2008). Torna-se
importante também ter sua eficAcia comprovada por estudos cientificos e néo
apresentarem histérico de patogenicidade nem de genes que determinem
resisténcia a antibioticos (HOLZAPFEL, SCHILLINGER, 2002; BOUKSAIM et al.,
2011; MAKRAS; DE VUYST, 2006).
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No Brasil, a ANVISA (BRASIL, 2008) estabelece que a quantidade minima de
micro-organismos probiéticos vidveis, deve estar situada na faixa de 10° a 10°
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) na recomendacdo de uso diario do
produto pronto para o consumo. Estudos indicam que o consumo diario terapéutico
de probidticos corresponde a 100 g de produto contendo 6 a 7 log UFC/g
(KOMATSU, BURITI; SAAD, 2008).

Nos paises desenvolvidos €é crescente a popularidade dos alimentos contendo
probidticos, e isto se deve aos avangos em pesquisas e desenvolvimento de novos
produtos que incorporaram de forma eficiente estes micro-organismos (MATTILA-
SANDHOLM, 2002). A sobrevivéncia destes micro-organismos no trato
gastrointestinal humano € questionavel, portanto a obtencdo de probidticos que
resistam a passagem por essa barreira € de grande interesse do ponto de vista
nutricional e tecnolégico (KAILASAPATHY, 2009). Segundo Ross et al. (2005),
condicBes extremamente acidas como as encontradas no estémago podem diminuir
significativamente o numero de células probidticas viaveis que chegariam ao
intestino. A aplicagdo dos probitticos esbarra na dificuldade de elaboragédo de
produtos que tenham boa resisténcia ao processamento e viabilidade durante a vida
atil do produto, ja que algumas cepas sédo extremamentes sensiveis.

Para tentar solucionar este problema, métodos como a microencapsulacao
mostram-se como solucdes promissoras, podendo ser utilizados a fim de aumentar a
resisténcia dos micro-organismos a condi¢des extremas (SHAH; RAVULA, 2000). A
microencapsulacdo é definida, sob o ponto de vista microbiolégico, como um
processo no qual as células microbianas sao retidas em uma matriz polimérica,
formando microesferas (YOW; ROUTH, 2006). As células imobilizadas sdo mais
resistentes as condi¢cdes adversas, uma vez que a matriz de imobilizacdo resulta em
maior protecdo aos micro-organismos (CARVALHO et al., 2006; LEE et al., 1983).

Portanto, a microencapsulacdo ¢ uma alternativa valida para a obtengéo de
microcapsulas de baixo custo nas industrias de alimentos. Dentre os diversos
métodos de microencapsulacdo, o encapsulamento por spray drying € uma das
metodologias mais empregadas, devido a grande disponibilidade de equipamentos,
baixo custo do processo e possibilidade de emprego de uma ampla variedade de
agentes encapsulantes com estabilidade do produto final (REINEICCIUS, 1989).

Bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os

suplementos probidticos mais empregados, sendo estudados ha mais de 70 anos
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(GUARNER; MALAGELADA, 2006; SHORTT et al.,1999). Dentro do género
Lactobacillus destaca-se L. casei. A obtencdo de células deste micro-organismo é
em geral realizada por cultivo submerso, e o emprego de substratos de baixo custo,
tais como o soro de leite, viabiliza sua producdo em escalonamento. O
conhecimento da fisiologia, metabolismo, utilizacdo de diferentes nutrientes,
temperatura e pH de crescimento permite obter um melhor controle do processo
(YOKOYA et al., 1997).

Neste contexto, a presente pesquisa teve como objetivo empregar um meio
de cultura formulado a base de soro de leite para o cultivo de L. casei e otimizar a
secagem deste micro-organismo pela técnica de spray drying, investigando a sua

sobrevivéncia sob diferentes condi¢cdes de armazenamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Cultivar células de Lactobacillus casei empregando meio de cultura a base de

soro de leite e investigar 0 processo de microencapsulagéo por spray drying.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Caracterizar o soro de leite quanto a sua composicao fisico-quimica;

e Determinar a concentracdo da suplementacdo de glicose ao meio a base de
soro de leite para producéo de células de L. casei;

e Cultivar L. casei por fermentacao utilizando como substrato soro de leite e
realizar o acompanhamento cinético do cultivo (células viaveis e pH);

e Desenvolver uma formulacdo solida microencapsulada pelo método do spray
drying visando avaliar as condicdes de secagem sobre a viabilidade das
células pela técnica do planejamento experimental;

e Caracterizar as microcapsulas quanto a sua qualidade final ap6s processo de
secagem;

e Avaliar a estabilidade dos poés durante um tempo de estocagem de 60 dias

(vida de prateleira- shelf life) sob diferentes condicbes de temperatura.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ALIMENTOS FUNCIONAIS

3.1.1. CONSIDERACOES GERAIS

As modificagbes no estilo de vida da sociedade tém afetado a qualidade da
vida do homem atual, despertando a consciéncia sobre a importancia do ato de se
alimentar visando a prevencéo ao invés da cura de doencas.

Assim, mesmo considerando o principio basico dos alimentos, que é o
fornecimento de nutrientes para as exigéncias metabdlicas, conhecimentos recentes
suportam a teoria de que, além das necessidades nutricionais, a dieta alimentar
pode modular atividades biolégicas (MENRAD, 2003).

Este fato tem sido ressaltado pela comunidade cientifica em casos em que é
observada uma baixa incidéncia de doencas em alguns povos. Por exemplo, os
esquima@s, assim como os franceses, possuem caracteristicas peculiares na sua
alimentacdo: nos primeiros, a alimentacdo € baseada em peixes e produtos ricos em
acidos graxos, enquanto que os ultimos sdo grandes consumidores de vinho tinto.
Para ambos os casos, tem se observado que o indice de problemas cardiacos é
baixo (ANJO, 2004).

As evidéncias cientificas da relacdo dieta/saide vém impulsionando um
mercado de alimentos diferenciados (ZENITH INTERNATIONAL, 2007). Nos ultimos
20 anos tem-se visto cada vez mais trabalhos sobre essa relacéo, e a possibilidade
de prevencédo de doencas despertou o interesse ndo s6 da comunidade cientifica,
mas também das industrias de alimentos, que viram uma boa oportunidade de
negocio (PALANCA et al., 2006). Estas tém introduzido cada vez mais alimentos de
gualidade, sustentados pela necessidade do mercado, conscientizacdo dos
consumidores, dos orgdos reguladores e do potencial econémico dos produtos
(BALDISSERA et al., 2011).

Nesse contexto temos os alimentos funcionais, que de forma geral sdo todos
os alimentos ou bebidas, apresentados em forma de alimento comum, e consumidos

como parte da dieta, que produzam beneficios a saude, gracas a presenca de



20

ingredientes que propiciem a manutengdo do bem-estar fisico e mental (MORAES;
COLLA, 2006; CANDIDO;CAMPOS, 2005).

A concepcéo de alimentos funcionais foi inicialmente divulgada pelo Japao
ainda na década de 80, através de um programa de governo que tinha como objetivo
desenvolver alimentos saudaveis para uma populag¢édo que envelhecia e apresentava
uma grande expectativa de vida (ANJO, 2004). Os alimentos de apelo funcional
demonstram a capacidade de regulacao e auxilio contra doencas como hipertenséao,
diabetes, cancer, osteoporose e coronariopatias (SOUZA et al., 2003).

Todavia, mesmo diante do progressivo aumento da popularidade dos
alimentos funcionais, ndo existe uma definicdo universal. A agéncia americana FDA
(Food and Drug Administration) ndo possui uma definicdo legal para o termo,
enquanto que a ADA (American Dietetic Association), o IFIC (International Food
Information Council) e o IFT (Institute of Food Technologists) ndo tém um consenso
sobre a definicdo do termo ‘alimento funcional’ (BALDISSERA et al., 2011). A US
General Accounting Office - GAO definiu alimentos funcionais como alimentos que
alegam ter beneficios além da nutricdo basica (MORAES; COLLA, 2006).

No Brasil, desde o inicio da década de 90 ja haviam pedidos de registro de
produtos que alegavam ter efeitos além dos nutricionais. Somente a partir do ano de
1998, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou técnicas
para analise de novos alimentos e ingredientes, incluindo os chamados "alimentos
funcionais". Porém, apenas no ano de 2002 os alimentos funcionais foram
regulamentados pela Resolu¢cdo RDC n° 02 de 07 de janeiro de 2002, que aprovou o
regulamento técnico de substancias bioativas e probioticos isolados com alegacéo
de propriedade funcional ou de saude. Segundo a referida resolucdo, os produtos
considerados funcionais séo classificados e divididos em:

v Carotendides;
Fitoesterais;
Flavondides;
Fosfolipideos;
Organosulfurados;

Polifendis;

N SN N N NS

Probidticos.
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Estes produtos podem ser apresentados nas formas soélida, semi-sélida ou
liguida, tais como: tabletes, comprimidos, drageas, poés, capsulas, granulados,
pastilhas, solu¢des e suspensdes (BRASIL, 2002).

A literatura faz referéncia a alguns critérios e alegacées a um alimento
funcional, tais como: fazer parte da alimentacdo usual; efeitos positivos devem ser
obtidos em quantidades que nao acarretem toxicidade, devem exercer acao
metabdlica ou fisiolégica que contribuam para a saude fisica, que perdurem mesmo
apos suspensdao de sua ingestdo e, por fim, os alimentos funcionais ndo devem ser
considerados como cura nem tratamento de doencas (BORGES, 2000). Trabalhos
recentes tém relatado o desenvolvimento de alimentos funcionais na area de
prebidticos e probidticos (ROBERFROID, 2007).

3.1.2. PROBIOTICOS — CONCEITOS, MECANISMOS E LEGISLAGCAO

O conhecimento da microbiota intestinal e suas interagbes levaram ao
desenvolvimento de estratégias de estimulacdo e manutencdo da microbiota
autoctone, microbiota esta formada por espécies que em sua maioria Sao
anaerobicas, responsaveis pela manutencéo do bem-estar e auséncia de patologias.

O epitélio intestinal intacto e a microbiota autoctone do intestino representam
uma barreira estavel em individuos saudaveis. Esta, quando alterada, facilita a
invasdo por patdégenos, antigenos estranhos e substancias nocivas (GOMES;
MALCATA, 1999). Dada a essa condicdo, o0 intestino € capaz de responder a
alteracg@es fisicas, quimicas e anatdmicas. A manuteng¢do do microssistema cinético
do trato gastrintestinal mantém o equilibrio das funcdes fisiolégicas do hospedeiro, e
esse equilibrio pode ser mantido por uma suplementagdo com probidticos
(BIELECKA et al., 2002). Portanto, a reposicdo da microbiota € um dos objetivos do
seu consumo (ITSARANUWAT; SHAL-HADDAD; ROBINSON, 2003).

O termo probidtico € de origem grega e significa ‘para a vida’, sendo
inicialmente proposto por Lilly e Stillwl (1965). Desde entdo, diversas definicbes
foram propostas. Fuller (1989) classificou os probidticos como suplementos
alimentares baseados em micro-organismos vivos que influenciavam positivamente

0 hospedeiro, promovendo beneficios. Havenaar et al. (1992) optaram por classificar



22

0s probidticos como culturas puras ou mistas de micro-organismos vivos que quando
aplicadas aos animais ou ao homem, proporcionam beneficios, promovendo o
balanco de sua microbiota intestinal. Atualmente, a definicdo mais aceita refere-se
ao conceito contemporaneo de que probidticos sdo organismos vivos (bactérias ou
leveduras) que conferem beneficios a satde do hospedeiro quando administrados
em quantidades adequadas, cuja ingesta leva a importantes mudancas fisiolégicas
ao organismo, através do equilibrio da microbiota intestinal (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS & WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2001; BRASIL, 2008; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2004; ANAL; SINGH, 2007).

Fuller (1989) descreveu que os efeitos bioldgicos associados aos probioticos
eram oriundos da producdo de substancias e mecanismos antagonistas ao
crescimento de patdégenos e estimulagdo da imunidade. Porém, o mecanismo
completo de acao dos probidticos ndo é completamente elucidado.

Uma das teorias mais aceitas é a da ‘exclusdo competitiva’ (Figura 1). Nesta
teoria, 0 probidtico competiria fisicamente com o0s possiveis patdgenos pelos
nutrientes do nicho ecoldgico e/ou pelos sitios de adesdo, impedindo assim a sua
proliferacdo e formando uma barreira fisica ha mucosa; barreira esta que justifica
sua atividade moduladora de reacBes alérgicas alimentares (SAAD, 2006;
HAVENAAR et al.,, 1992). A ‘exclusdo competitiva’ justifica a necessidade de
administracdo continuada dos probiéticos a fim de conferir seus beneficios
(GUARNER; MALAGELADA, 2003; KAUR et al., 2002).

Os beneficios na utilizacdo de probidticos justificam-se pelo espectro de
acOes antagobnicas, competitivas e estimuladoras, que resultam em resisténcia frente
a patogenos. Segundo Naidu e Clemens (2000), o conjunto de atividades dos
probidticos pode ser dividido em efeitos antimicrobianos, nutricionais e fisioldgicos. A
utilizac&o de culturas probioticas estimula a multiplicagdo de bactérias benéficas em
detrimento de bactérias potencialmente patoldgicas, reforcando os mecanismos
naturais de protecdo (SAAD; CRUZ; FARIA, 2011).
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Figura 1- Esquematizacéo do processo de exclusdo competitiva
' Bactérizs ndo patoginicas

‘ O —=  ufrisntss
—» DBeactérizs patoginicas

Sitios de ligage

~  Epitslio

Fonte: A autora

Os probidticos ainda estdo envolvidos na producdo de substancias
antimicrobianas como as bacteriocinas, producdo de &cidos organicos volateis,
alteracbes no metabolismo microbiano, producdo de peréxido de hidrogénio,
estimulacdo de imunidade do hospedeiro, aumento do nivel de anticorpos, producéo
de citocinas e alivio do intestino irritado (SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001;
KOPP-HOOLIHAN, 2001; CALDER; KEW, 2002; VAN DE WATER, 2003; SAAD,
2006; NAIDU et al., 1999; PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002; RODRIGUEZ, 1996;
VILLANI et al., 1995; AUDISIO et al., 2000; JIN et al., 2000; OGAWA et al., 2001;
HAVENAAR et al., 1992). Roberfroid (2002) atribuiu ao uso de alimentos probioticos
a melhora da absorgéo de nutrientes como o célcio.

Muitas outras vantagens podem ser citadas pela utilizacdo de probidticos.
Dentre estas, cabe destacar: regulacdo da microbiota intestinal apés o uso de
antibioticos, diminuicdo de patégenos através da producdo de acido acético e acido
latico e promocao da digestdo de lactose através da producdo da enzima beta-D-
galactosidase (GOMES; MALCATA, 1999). Outros efeitos benéficos séo atribuidos
ao uso frequente de probidticos, porém sem elucidacdo cientifica: diminuicdo do
risco de cancer de colon através da neutralizacdo de efeitos genotoxicos e
mutagénicos, diminuicdo do risco de doenca vascular, diminuicdo no nivel de
colesterol plasmatico, efeitos anti-hipertensivos e combate a patologias causadas
por micro-organismos, como Helicobacter pylori (GOTTELAND; CRUCHET, 2003) e
Clostridium difficile, além da diminuicdo de ocorréncia de infeccbes urogenitais
(SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001; FERREIRA, 2009).

Cepas probidticas tém sido estudadas e exploradas comercialmente em

diversos produtos (SOCCOL et al., 2010), sendo crescente o interesse na adicao de
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micro-organismos probidticos em varios alimentos na busca pelo aumento do valor
nutricional e terapéutico (O’'SULLIVAN, 2001). Os alimentos probidticos séao
encontrados em varias apresentacdes: na forma de pd ou capsulas para serem
diluidas, formulagcées para animais, produtos farmacéuticos, alimentos de origem
vegetal, produtos de confeitaria e produtos lacteos fermentados ou ndo (FERREIRA,
2003; DAVIDSON et al., 2000; GARDINER et al., 1999; INGHAM, 1999; OLIVEIRA
et al., 2002; STANTON et al., 1998; STANTON et al., 2003).

Os micro-organismos probiéticos mais utilizados sdo os dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium; contudo, leveduras como Saccharomyces boulardii
também tem sido utilizadas com potencial probiético (KELESIDIS, 2012). Citam-se
no Quadro 1 alguns produtos comercializados no Brasil contendo bactérias
probioticas.

No mundo, as regras para enquadramento dos probiéticos divergem muito. O
primeiro pais a regularizar os alimentos funcionais foi o Japéo, isso nho ano de 1980.
A contagem minima exigida desses micro-organismos em produtos lacteos nesse
pais é de 10’ UFC/mL (SHORTT, 1999). Ainda segundo (KOMATSU, BURITI;
SAAD, 2008), podem ser considerados alimentos probiéticos aqueles que
contenham pelo menos 10° UFC a 10’ UFC g*' no produto para consumo,
disponiveis em todo o prazo de sua vida util. Considerando-se produtos lacteos,
tem-se como parametro de indicacdo de uso a quantidade de 10’ UFC/g de
bactérias probidticas viaveis contidas em 100 g do produto (VINDEROLA,
RENHEIMER, 2000; CHAVARRI et al., 2010; CRUZ et al., 2009; GOMES;
MALCATA, 1999).

No Brasil, uma resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), o REGULAMENTO TECNICO DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS E
PROBIOTICOS ISOLADOS COM ALEGA(;AO DE PROPRIEDADE FUNCIONAL/ E
OU SAUDE, diz que ‘A quantidade minima viavel para os probidticos deve estar

situada na faixa de 10® a 10° Unidades Formadoras de
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Quadro 1- Produtos alimenticios probiéticos comercializados no Brasil.

PRODUTO/MARCA PROBIOTICOS MERCADO/GENERO APRESENTA
REGISTRADA (MICRO-ORGANISMOS) CAO
TopFlora® L. acidophilus, L. rhamnosus, B.  Alimenticio P6 (sachés)
lactis
BEM VITAL L. acidophilus, L. casei, L. lactis,  Alimenticio P6 (sachés)
REGULATIS® B. bifidum, B. lactis
iFlora Nasal Healt® B. bifidum, L. acidophilus, Farmacéutica Cépsulas

L. rhamnosus, Streptococcus
thermophilus
SimFort® L. acidophilus, L. casel, Farmacéutica P6 (sachés)

Lactococcus lactis, B. bifidum, B.

lactis
Biocamp® N&o informado Alimentac&o animal Pé
Liquida
Lactofofos® L. paracasei, L. rhamnosus, B. Alimenticio P6 (sachés)
lactis
Biocamp® N&o informado Alimentac&o animal Pé
Liquida
PBIOTICS® B. bifidum, L. plantarum, Alimentacdo animal Ampolas

Saccharomyces cerevisiae,
Enterococcus faecium,

L. acidophilus

Fonte: Adaptado de Oliveira (2007).




Quadro 1- (continuacéo) - Produtos alimenticios probiéticos comercializados no Brasil.
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PRODUTO/MARCA PROBIOTICOS MERCADO/GENERO APRESENTAQAO
REGISTRADA (MICRO-ORGANISMOS)
Biologicus® N&o informado Alimenticio Bebidas
Cosméticos fermentadas,
Queijos, Capsulas,
lorgutes
Yakult / Yakult® L. casei Shirota Alimenticio Bebida
fermentada,
Sobremesa
Chamyto /Nest|é® L. jonhsonii Alimenticio Bebida fermentada
L helveticus
Vigor Club- Pke- L. casei Alimenticio Bebida fermentada
mons® L. acidophilus
Batativo® L. casei Alimenticio lorgute
LC1 Active Nestlé® S. thermophilus, L. Alimenticio lorgute
bulgaricus
L. acidophilus NCC 208
logurte Biofibras® Bifidobacterium lactis, L. Alimenticio lorgute

acidophilus

Fonte: Adaptado de Oliveira (2007)
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Colénias (UFC) na recomendacdo diaria do produto pronto para 0 consumo,
conforme indicagao do fabricante’ (BRASIL, 2008). A resolugao lista ainda os micro-
organismos que segundo a legislacdo possuem um apelo probidtico comprovado
(Tabela 1).

Tabela 1-Micro-organismos probidticos regulamentados pela ANVISA.
Probioticos

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei Shirota

Lactobacillus casei variedade rhamnosus

Lactobacillus casei variedade defensis

Lactobacillus paracasei

Lactococcus lactis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis)
Bifidobacterium longum

Enterococcus faecium

Fonte: (BRASIL, 2008).

Os principais critérios de selecdo de um micro-organismo como probiotico
para aplicacdo industrial s&o (MATTILA-SADHOLM et al., 2002;
HOLZAPFEL,SCHILLINGER, 2002; BOUKSAIM et al., 2011; MAKRAS; DE VUYST,
2006; KIM, 1988; COLLINS et al., 2001; LEE et al., 1999; SAARELA et al., 2000;
STANTON et al., 2003; KUMAR; GHOSH; GANGULI, 2011):
- Capacidade de propiciar efeitos benéficos ao hospedeiro;
- Exercer atividade antagonista contra micro-organismos patogénicos;
- Deve possuir boas propriedades tecnoldgicas de modo que possa ser produzido e
incorporado em produtos alimentares sem perder a viabilidade e funcionalidade ou
criar sabores e texturas desagradaveis, resistindo além de tudo durante sua
estocagem e transporte;
- Os micro-organismos necessitam sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal
superior, chegarem vivos e bioativos em seu local de acéo, aderirem e colonizarem
o trato; tolerando o baixo pH do suco gastrico, resistindo a acdo da bile e das

secrecdes pancreaticas, mantendo-se ativos no intestino;



28

-Possuir a capacidade de adeséao a superficie da mucosa intestinal;

- Apresentar distribuicdo uniforme na formulacéo dos alimentos;

- Sua eficacia deve ser comprovada por estudos cientificos;

- Ser de origem humana;

- Nao devem apresentar historico de patogenicidade, nem associacdo a doengas, e
principalmente ndo apresentar genes determinantes de resisténcia a antibiéticos.

Sob o ponto de vista biotecnolégico, os alimentos formulados com obijetivo
funcional devem apresentar caracteristicas benéficas e propriedades sensoriais
adequadas, onde sua incorporacdo aos alimentos garanta a sua viabilidade e
funcionalidade, resistindo ao armazenamento e as condi¢cdes de processamento do
produto. A resisténcia aos niveis de acidez, bile e enzimas do trato gastrointestinal é
fundamental para garantir a atividade biol6gica dos micro-organismos probiéticos
(ALAMPRESE et al., 2002; MATTILA-SADHOLM et al. 2002).

A escolha de um sistema carreador adequado é fator fundamental no
desenvolvimento de alimentos funcionais probiéticos, pois a sobrevivéncia desses
micro-organismos € afetada pelas caracteristicas fisico-quimicas e fatores
intrinsecos dos alimentos transportadores (RANADHEERA; BAINES; ADAMS,
2010). Além disso, em relacédo as perspectivas de processamento de alimentos, é
desejavel que as cepas sejam apropriadas para a producdo industrial em larga
escala e resistam as condi¢cOes de processamento, como a secagem por atomizacao
(STANTON et al., 2003). Na producédo de um alimento probidético, o produto final
deve ter vida média variando de 15 a 30 dias. E necessario ainda que 0s micro-
organismos permanecam viaveis e em nimero elevado (>10° UFC/mL) durante a
vida de prateleira (BRASIL, 2001; TRABULSI; SAMPAIO, 2000).

3.2. BACTERIAS ACIDO LATICAS E O GENERO LACTOBACILLUS

O conceito de “bactérias laticas” foi introduzido no inicio do século XX, em
referéncia as bactérias que fermentavam e coagulavam o leite. J& em 1919, uma
definicdo mais completa foi apresentada, definindo-as como “um grande grupo
natural de bactérias em bastonetes e cocos, iméveis, sem esporos, que fermentam
acucar, gerando como produto, principalmente, o acido latico”.

As bactérias acido laticas sdo Gram-positivas e nao-esporogénicas e que

acumulam o acido latico como produto primario do metabolismo (FERREIRA, 2003).



29

Devido a sua relativa simplicidade s&o utilizadas nos mais diversos segmentos
tecnoldgicos (KONINGS et al., 2000). Podem ser enquadradas em trés grupos
distintos quanto ao modo de degradacdo dos carboidratos, sendo 0s grupos
discriminados quanto aos produtos finais da fermentacdo (KANDLER, 1983).
Bactérias &cido laticas homofermentativas tém o acido latico como seu principal
metabdlito, enquanto que bactérias heterofermentativas produzem, além de acido
latico, outros compostos como acido acético, etanol e gas carbdnico. Os grupos
apresentados abaixo se assemelham quanto ao fato de degradarem apenas
hexoses (KANDLER, 1983; KANDLER; WEISS, 1986).

v Homofermentativos obrigatorios;
v/ Heterofermentativos obrigatorios;
v/ Heterofermentativos facultativos.

As bactérias acido laticas (BLs) sdo muito utilizadas para alterar propriedades
aromaticas e texturiais de géneros alimenticios e para prolongar a vida de prateleira,
sendo cruciais na fabricacdo de produtos fermentados (BERTOLDI, 2003). Foram os
primeiros micro-organismos utilizados na produgéao de alimentos industrializados,
sendo atualmente os mais bem caracterizados no que cerne a sua genética,
fisiologia e aplicacdes (KONINGS et al., 2000).

As BLs compreendem o0s g@éneros: Carnobacterium, Vagococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Lactobacillus (JAY, 1996).
O género Lactobacillus compreende cepas que séo tradicionalmente incorporadas
em alimentos para consumo humano (LERAYER et al., 2009), e que sao de grande
importancia na induastria alimenticia. Os micro-organismos deste género sao
formados por células em forma de bastonetes que medem de 0,5-1,2 x 1,0-10 um
(BERGEY; HOLT, 1994) e sdo amplamente distribuidos na natureza. S&o imdveis
em sua grande maioria, catalase e oxidase negativas, ndo reduzem nitrato, ndo
produzem indol ou H,S e nédo tém a capacidade de formar esporos (KONEMAN et
al., 2005). E o maior género das BLs, compreendendo cerca de 80 espécies
(AXELSSON, 2004).

Requer para o seu crescimento aminoacidos, peptideos, acidos graxos,
vitaminas e carboidratos fermentesciveis. A temperatura 6tima de crescimento situa-
se na faixa de 27 a 40 °C e sdo organismos aciduricos (BERGEY; HOLT, 1994;
PAROLO, 2009).
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O grupo Lactobacillus casei engloba as espécies L. casei, L. paracasei e L.
rhamnosus. Essas espécies sdo utilizadas largamente pelas industrias alimenticias
na producdo de leites fermentados e como culturas iniciadoras de processos
fermentativos. O sistema enziméatico (enzima peptidase) desenvolvido pelas
bactérias deste grupo influencia diretamente no flavour do alimento (MARTINEZ-
CUESTA et al., 2001).

As espécies L. casei e L. paracasei sdo as maiores representantes quando se
trata da colonizagdo da microbiota intestinal humana (VASQUEZ et al., 2005). L.
casei pertence ao grupo heterofermentativo quanto ao seu metabolismo de
acUcares. E uma bactéria ndo patogénica e que vem sendo estudada em alimentos
probidticos ha mais de 70 anos (SHORTT et al., 1999). Apresentam-se em forma de
bastonetes, medindo 0,7 a 1,1 mm de largura e 2,0 a 4,0 um de comprimento, com
tendéncia a formar cadeias e ndo crescem em temperaturas acima de 45 °C. Tém a
capacidade de fermentar, dependendo da cepa, agUcares como a glicose, sacarose,
lactose, maltose, manitol e ribose (KANDLER; WEISS, 1986).

L. casei tem aplicacdes como probidtico, na producdo de acido latico e na
indastria farmacéutica. H4 um amplo estudo quanto as suas propriedades
promotoras de saude, sendo umas das espécies de maior aplicagdo probidtica em
alimentos industrializados. Possuem a capacidade de colonizar diversos locais
naturais ou ndo (VASQUEZ et al., 2005; STILES; HOLZAPFEL, 1997). Esta espécie
€ particularmente resistente a grandes variacfes de pH (BRINK; TODOROQV, 2006).

3.3. SORO DE LEITE

O leite € um fluido biolégico complexo, que contém lipideos, proteinas,
carboidratos, minerais,  vitaminas, enzimas, aminoacidos  essenciais,
glicomacropeptideos, imunoglobulinas e minerais. O Brasil € o sétimo produtor
mundial de leite, representando assim 4,4% da producdo mundial (FAO, 2005).

O residuo liquido obtido a partir da coagulacéo do leite € o que chamamos de
soro de leite (BRASIL, 2005), sendo o maior subproduto da industria leiteira. O soro
de leite é um importante co-produto gerado pelos laticinios ap0s a coagulacédo da
caseina (MARSHALL, 2004; SMITHERS, 2008). No processo de coagulacdo para a
producdo de queijo, cerca de nove litros de soro de leite sdo obtidos para cada

quilograma de queijo produzido (JELEN, 2003). Durante esse processo, ha a
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transferéncia de componentes do leite para o soro, o0 que chamamos de cifra de
transicdo, que é responsavel pela sua composicao fisico-quimica (VILELA, 2009).

De acordo com o tipo de coagulacdo sofrida pela caseina, o soro de leite
possui duas tipologias: o soro doce, obtido pela coagulacdo enzimética da caseina,
e 0 soro acido, obtido pela coagulacdo por bactérias laticas ou através da
coagulacdo acida (MUCCHETTI; NEVIANI, 2006; TEIXEIRA, 2002). Os principais
componentes do soro sédo descritos na Tabela 2.

Devido a sua versatilidade e seu alto valor nutricional, empresas buscam
inovagdo utilizando-se do soro de leite como matéria prima (MARSHALL, 2004;
GLOBALFOOD, 2006; MARRETT, 2009; WALSTRA, 2001). Além de apresentar-se
como um rico efluente, sob o ponto de vista nutricional, o soro de leite destaca-se
ainda devido a sua atividade antioxidante, anti-hipertensivo, antitumoral, antiviral,
antibacteriano e agente quelante (MARSHALL, 2004; YALCIN, 2006; KRISSANSEN,
2007). As proteinas provenientes do soro tém grande variedade de funcdo, o que
permite a adequacao da sua utilizacdo em alimentos.

Porém, na maioria das industrias de processamento de leite, 0 soro nao é
reaproveitado, sendo descartado de forma inadequada. No Brasil, o percentual de
soro descartado sem nenhum tipo de tratamento chega a 50% (SANTANA et al.,
2005). Mesmo com a comprovacdo das potencialidades do soro como matéria-
prima, muitas industrias o consideram como residuo e o descartam (BALDISSERA et
al., 2011).
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Tabela 2- Composi¢édo aproximada do soro de leite
Composicao aproximada do soro de leite acido e doce, %

Constituinte Soro Doce Soro Acido
Solidos totais 6,5 6,4
Umidade 93,5 93,6
Lipideos 0,04 0,05
Lactose 4,9 4.8
Cinzas 0,8 0,5
Célcio 0,12 0,043
Fosforo 0,065 0,040
Potéssio 0,16 0,16
Cloreto 0,11 0,11
Acido latico 0.4 0.05

Fonte: Adaptado de Ozimek, 2005. Disponivel em:
<http://www.ales2.ualberta.ca/afns/courses/nufs403/index.asp>

O soro sob o ponto de vista bioldégico € um dos residuos mais poluentes, com
uma demanda bioquimica de oxigénio (DBO) de 30.000 a 60.000 ppm. A sua DBO
chega a ser 175 vezes maior do que os tipicos efluentes de esgoto (BALDISSERA et
al., 2011). O descarte deste subproduto causa grande impacto ambiental, e o seu
tratamento para descarte gera 6nus as indastrias, correspondendo também a um
grande desperdicio, dada as suas caracteristicas nutricionais.

O tratamento de efluentes ricos em matéria organica, como é o caso do soro
de leite, € obtido através de processos aerdbicos, anaerdbicos ou de arranjos
destes, o que apesar de solucionar o problema associado ao seu descarte, ndo gera
valor agregado ao produto no final do processo. Sendo assim, o tratamento do soro
através destes processos é considerado muitas vezes apenas uma operacdo de
custo, refletindo diretamente no valor final do produto para o consumidor
(TRINDADE, 2002). Outra caracteristica é que o soro de leite apresenta uma alta
percentagem de agua, o que inviabiliza sua desidratacdo em escala industrial, além
de ser perecivel (ALMEIDA et al., 2001; MACHADO et al., 2002; SANTANA et al.,
2005).

O soro de leite é uma das mais importantes matérias-primas, ja que cerca de
20% das proteinas do leite estdo no soro, contendo em média 1% de proteina de

alto valor nutricional e pequenas quantidades de vitaminas (ABREU, 1999; SILVA,
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2000; TEIXEIRA, 2002; CARVALHO, 2006). As proteinas contidas no soro de leite
apresentam quase todos 0s aminoacidos essenciais, apresentando elevadas
concentracbes de triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI,
2004).

Por outro lado, a investigacdo e busca de substratos alternativos em
processos fermentativos sédo relevantes diante dos impactos técnicos, econémicos,
nutricionais e biolégicos do reaproveitamento de efluentes industriais. Esta pesquisa
€ motivada pela necessidade de desenvolvimento de meios de cultura de baixo
custo que garantam um bom rendimento de células. Dessa forma, a disponibilidade
de carboidratos contidos no soro de leite, além de outros nutrientes, pode viabilizar o
seu uso em processos fermentativos. A lactose presente no soro € uma condi¢ao
para sua utilizacdo como fonte de carbono para crescimento de micro-organismos
pertencentes ao género Lactobacillus, tornando este subproduto interessante para
ser empregado nestes processos (DZIEZAK, 1987; PANESAR, 2010).

Dessa forma, a incorporacdo do soro de leite em processos fermentativos
para a formacdo de produto com valor agregado, apresenta-se como promissor
ramo de pesquisa, com alta aplicabilidade industrial e com alto apelo sustentavel.
Grande é a quantidade de trabalhos que visam a aplicagdo de soro de leite como
substrato para producéo de biomassa e subprodutos da fermentacdo com células de
micro-organismos probidticos: AGUIRRE-EZKAURIATZA et al., 2010; MAHDAVIANI
et al.,, 2011; JONG-KWANG et al., 2011; TANGO; GHALY, 1999; ALONSO et al.,
2010; PANESAR et al.,, 2007; NGUYEN et aL., 2003; PESCUMA et al., 2012;
WEIHUAN et al., 1993; SHAHBAZI et al., 2005), o que reforca a utilizacdo do soro

de leite para este fim.

3.4. FATORES IMPORTANTES EM UM PROCESSO FERMENTATIVO

Em processos fermentativos, fatores como a selecdo do micro-organismo,
estabelecimento de condi¢cdes Otimas de fermentacdo, técnicas de separacdo e
purificacdo do produto de interesse sdo necessarios para o desenvolvimento dos
processos que visem a producdo de um produto em escala industrial (BAILEY,
1995).

Diversos séo os fatores requeridos para o crescimento de micro-organismos,

tais como pH, temperatura e concentracao de nutrientes (NEOTTI, 2001). Entre os
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fatores relacionados a fermentacdo, podemos destacar os que se referem ao micro-
organismo, ao meio de cultivo e ao processo propriamente dito.

Em relagdo ao micro-organismo, este ndo deve ser patogénico, deve
apresentar um rapido crescimento e uma producdo apreciavel do produto desejado.
Quanto aos meios de cultivo, estes devem ser de baixo custo, acessiveis, devem
fornecer os nutrientes necessarios, néo ter interferéncia na recuperacédo do produto
e possuir composicdo quimica simples. Na conducdo do processo, algumas
varidveis devem ser monitoradas ao longo deste, tais como: temperatura, pH,
agitacao, aeracéao e interferentes (BAILEY, 1995; SCHMIDELL, 2001). A otimizagéo
do meio de fermentacdo representa um custo significativo no processo
biotecnolégico (KENNEDV et al.,, 1994), tendo como objetivo determinar as
condi¢cdes ideais, de forma a maximizar o rendimento do processo, diminuindo os
custos (GOMES, 2010).

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste na andlise da
evolucdo dos valores de concentragcdo de um ou mais componentes do sistema de
cultivo, em funcéo do tempo de fermentacdo (SCHMIDELL, 2001). Este estudo € de
grande importancia, principalmente quando o mesmo é submetido a diferentes
condi¢cbes (PERNI; ANDREW; SHAMA, 2005).

As fontes de carbono geralmente utilizadas em processos fermentativos sao a
glicose, sacarose, frutose, amido e celulose. Ja as fontes comumente utilizadas
como fonte de nitrogénio sdo (NH4).SO,4 (NH4).HPO,, aminoacidos e uréia
(SCHMIDELL, 2001). O extrato de levedura é comumente utilizado como fonte de
nitrogénio para crescimento celular, porém seu uso é limitado devido ao seu alto
custo. Alguns nutrientes de baixo custo como proteinas hidrolisadas do soro de
gueijo tém sido utilizados (FITZPATRICK et al., 2003).

3.5. MICROENCAPSULACAO DE PROBIOTICOS

A microencapsulacdo € uma tecnologia baseada no revestimento de
particulas (ANAL; STEVENS, 2005; ANAL et al, 2006; KAILASAPATHY;
MASONDOLE, 2005). Constitui-se hum processo fisico no qual pequenas particulas
‘nucleo’ sédo envolvidas por um ‘material de parede’ encapsulante. Segundo
Hegenbart (1993), a microencapsulacdo deve promover as seguintes caracteristicas,

mantendo a sua eficiéncia em relacdo ao meio externo:
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v Protecao conta luz, temperatura, umidade e oxigénio;
v Liberacéo controlada e gradativa sob condi¢cfes de pH;

v Facilidade de manuseio e estocagem.

No processo de microencapsulacao podem ser produzidos dois tipos basicos
de estruturas: a microcapsula, onde a particula é formada de um Unico nucleo e esta
envolvida por uma fina parede (Figura 2A); e a microesfera, onde o material

encapsulado esta uniformemente distribuido (Figura 2B).

Figura 2 -Microcapsula (A); Microesfera (B)

A B

Fonte: A autora

Indmeras sédo as técnicas aplicadas com o propésito de prover formas
convenientes e estaveis de substancias com propriedades bioativas. O grande
desafio é selecionar a mais eficiente e apropriada, considerando o tipo de material
de revestimento, a espécie bacteriana e a aplicacdo a que sera destinada (ANAL;
SINGH, 2007).

A selecdo do método de encapsulacéao é realizada em funcéo: (i) do tamanho
médio da particula que se espera obter; (ii) das propriedades fisicas do agente
encapsulante; (iif) do organismo ou substancia a ser encapsulada; (iv) da aplicacéo
do material ap6s a encapsulacéo; (v) do mecanismo de liberacéo; (vi) do custo; (vii)
da estabilidade da atividade bioldgica; (viii) da eficiéncia da encapsulacéo.

Dentre os métodos de microencapsulacdo existentes, podemos citar: dupla
emulsao, evaporacéo de solventes, coacervacédo, extrusao, leito fluidizado, secagem
em tambor, inclusdo molecular, liofilizacdo e secagem por atomizacao (spray drying).

Através do processo de microencapsulacao é possivel converter liqguidos em solidos,
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mascarar odor e sabor, conferir protecdo e estabilidade dos farmacos e resolver
problemas de instabilidade e inviabilidade dos probidticos (SULTANA et al., 2000;
FAVARO-TRINDADE, 2008; SHI; TAN, 2002).

Vale salientar que nem todas as técnicas se adequam a encapsulacédo de
probidticos, pois algumas utilizam solventes organicos ou empregam agentes
encapsulantes que afetam as caracteristicas sensoriais dos alimentos. Outro fator
limitante € o tamanho das células (1 a 5 um), que impede a obtencdo de particulas
em escala nanométrica (FAVARO-TRINDADE, 2011).

O custo para utilizacdo do ingrediente encapsulado também é considerado
um fator limitante no emprego da encapsulacao na indastria alimenticia. De acordo
com Gouin (2004), sugere-se que nao seja ultrapassado um custo adicional de €
0,1/kg ao alimento.

Um ponto importante na utilizagdo dos alimentos funcionais acrescidos de
micro-organismos € a obtencéo de um efeito continuo, pois os probioticos devem ser
ingeridos diariamente para que apresentem os beneficios fisiolégicos esperados.
Para assegurar as suas propriedades terapéuticas, um dos desafios € a passagem
pelo trato gastrintestinal, que envolve a exposicdo ao pH estomacal, sais biliares e
enzimas, representando a maior barreira a sua sobrevivéncia (CHAMPAGNER,
GARDNER, ROY, 2005). Dessa forma, a obtencdo de micro-organismos que
resistam a passagem por essa barreira é de grande interesse nutricional e
tecnolégico (KAILASAPATHY, 2003), sendo necessaria a busca por métodos que
possam proteger a sua integridade (LISERRE; RE ; FRANCO, 2007) e proporcionem
resisténcia a fatores ambientais, como calor, oxigénio e umidade.

Portanto, o uso de revestimentos capazes de propiciar resisténcia as
condicOes adversas pode permitir, por exemplo, que os ingredientes ativos consigam
passar pelo estomago (ANAL et al., 2003; ANAL; STEVENS, 2005), aumentando a
resisténcia dos micro-organismos a condi¢cées extremas de pH (SHAH; RAVULA,
2000; SHEU, MARSHAL, 1993) ou de calor e umidade (O’RIORDAN et al., 2001).
Em adicdo, a microencapsulacao permite a manutencéo da viabilidade, estabilidade
e protege o produto dos métodos de processamento e armazenamento.

A encapsulacdo também é empregada para melhorar -caracteristicas
organolépticas, como o sabor e aroma. Outra vantagem é o que chamamos de
liberacdo controlada, onde a liberacdo do material contido no nucleo da cépsula

ocorre lentamente ou a partir da ocorréncia de determinado evento. Favorece ainda
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a estabilizagdo do material central quanto as reacfes oxidativas e protege quanto a
perdas nutricionais (RISCH, 1995; CAl et al., 2000; FAVARO-TRINDADE; GROSSO,
2002; OLIVEIRA, 2006; O'RIORDAN et al. 2001; SULTANA et al., 2000).

Sob a oOtica da industria, as bactérias probidticas microencapsuladas sao
aplicadas em produtos diversos. A microencapsulacdo facilita a manufatura destes
produtos, garantindo a manutencdo das caracteristicas e estabilidade quanto ao
armazenamento (ANAL; SINGH, 2007).

Dentre as técnicas empregadas para a microencapsulacao, a mais utilizada é
a secagem em spray drying, principalmente tratando-se de culturas com alta

concentracdo de micro-organismos.

3.6. SPRAY DRYING

A secagem por atomizagdo com a utilizacdo do spray dryer vem sendo
utilizada ha décadas, sendo que as primeiras descricdes datam de 1860, com
oficializagdo da primeira patente ja no ano de 1872. A atomizagcdo é uma técnica
relativamente barata e um dos métodos de encapsulacdo mais antigos, tendo sido
utilizada ja na década de 30 na preparagdo dos primeiros compostos encapsulados
(DIZIEZAK, 1988).

O método consiste na transformacdo de um material em estado liquido, na
forma de solucbes, emulsbes e suspensdes, para o estado sélido, formando pés
finos e secos. A secagem é feita em operacdo continua através de meio aquecido
(MASTERS, 1985).

A técnica de microencapsulacéo por spray drying é a mais empregada para a
encapsulacéo de ingredientes alimenticios (FAVARO-TRINDADE, 2011). Apresenta
a vantagem de ser um processo econdmico e flexivel, produzir um produto de boa
qualidade (DZIEZAK, 1988), ter grande disponibilidade de equipamentos (SILVA et
al., 2002), produzir grande quantidade de produto seco e permitir ainda a utilizacdo
de uma grande quantidade de materiais encapsulantes, os chamados materiais de
parede (RE, 1998).

A Figura 3 mostra, de forma esquematica, 0 processo de secagem por spray
drying. O método consiste basicamente na atomizacdo de uma mistura solido-fluido
gue € submetida a um fluxo de ar quente (co-corrente, contracorrente ou misto) na

camara de secagem, promovendo assim a evaporacdo do solvente e levando a



38

formacado de um produto seco (SOUZA, 2003). As particulas soélidas secas séo entdo
separadas por um ciclone e recolhidas na forma de um po.

O equipamento possui um sistema de bombeamento, por onde a suspensao &
aspirada até a regido A, onde ha um sistema de aquecimento do ar de entrada.
Localizado na regido B existe um bocal (bico atomizador), que possui saida para a
suspensao e o ar. A atomizacao € iniciada quando a suspensdo, sob efeito da
compressdo do gas, entra pelo pequeno orificio do bico atomizador, formando
pequenas goticulas Este representa um dos pontos criticos do processo, ja que o
tamanho da gota formada determina o tamanho da particula. A atomizacdo é
realizada usando-se um sistema centrifugo ou de alta pressdo, e as goticulas
atomizadas imediatamente entram em contato com um fluxo de ar quente na camara
de secagem (C), transformando-se em particulas sélidas (MAFART, 1994). Pela
formacao de um sistema de succdo o gas movimenta-se de forma circular, formando
um movimento de ciclone que encaminha as particulas secas para o recipiente

coletor (D).

Figura 3-Diagrama esquematico do funcionamento de um spray dryer.

[t

Fonte: Adaptado de Pessoa, Junior e Kilikian (2005).

A atomizacéo envolve a geracdo de um grande numero de goticulas a partir
de um fluido, resultando no aumento na relagdo area / volume e permitindo uma

rapida remocao da umidade (LEFEBVRE, 1989). Aumentando-se a area superficial
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entre a gota e o meio de secagem, o tempo de exposi¢cdo das particulas ao calor é
curto, fazendo com que a temperatura do nucleo néo ultrapasse 100 °C. Quando o
ar quente entra em contato com a particula mida, ocorre a desidratacao quase que
instantdnea da goticula. Além disso, o aquecimento e a transferéncia de massa
durante o processo de secagem ocorrem ao redor das goticulas formadas, criando
uma protecdo de vapor ao redor destas. Devido a estes fatores, esta técnica pode
ser empregada em produtos termosensiveis (LANNES; MEDEIROS, 2003; OAKLEY,
1997; DZIEZAK, 1988; DAIUTO; CEREDA, 2003).

Considerando que 0s micro-organismos sao sensiveis as temperaturas
utilizadas nos processos de secagem (CHAVARRI et al., 2010), uma forma de
amenizar este problema € a utilizacdo de um adjuvante, que € uma substancia
protetora que visa garantir a estabilidade dos mesmos durante a vida til do produto
(ROKKA; RANTAMAKI, 2010).

A escolha do material encapsulante deve levar em consideracdo fatores
como: porosidade, solubilidade, viscosidade, transicdo vitrea, formacéo de filme e
fatores econdmicos (BRAZEL, 1999). S&o utilizados no encapsulamento
carboidratos, goma arabica (acacia), goma mesquita, amido, maltodextrinas,
gelatina, alginato, quitosana, derivados de celulose e carragena (DZIEZAK, 1988;
RANDALL et al. 1988; ANDERSON et al., 1985; JACKSON; LEE, 1991; BERISTAIN,
1995; KENYON, 1995). O agente encapsulante deve formar um filme coesivo com o
material a ser encapsulado e nao reagir com o nucleo, oferecendo propriedades
desejaveis de revestimento, tais como resisténcia e estabilidade (DONBROW, 1992).

Dificuldades na secagem de materiais ricos em acUcar estdo associadas a
presenca de acidos e acucares de baixo peso molecular. Com a rapida remocéao da
umidade s&o formados produtos amorfos que apresentam regides cristalinas
(BHANDARI; DATTA; HOWES, 1997). O estado amorfo é caracterizado por uma alta
higroscopicidade, que acarreta o que denominamos de sticky (pegajoso), formando
aglomerados de alta consisténcia (SHAHIDE; HAND, 1993).

Umas das caracteristicas que justifica a larga utilizacdo da secagem por spray
drying e a busca pela otimizacdo de seus parametros € a elevada qualidade do po
obtido em relacdo a sua granulometria, umidade final, homogeneidade, densidade,
forma e indice de solubilidade (REMILI et al., 1994; SOUZA, 2003).

As caracteristicas finais do p6 a serem consideradas em um estudo de

escalonamento sédo a umidade final, o tamanho da particula, a densidade e a coeséo
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entre as particulas (BIRCHAL et al., 2005), sendo que o0s pOs obtidos sao
geralmente esféricos e porosos (POMBRIRO, 1998; WALTON, 2000).

A qualidade dos produtos formados pela atomizacdo depende das
caracteristicas do atomizador, da transferéncia de calor e massa entre o ar aquecido
e as goticulas contidas na camara de secagem (FURUTA et al.,, 1994), da
velocidade de secagem, da pressao operacional e das temperaturas de entrada e
saida do ar (GOULA; ADAMOPOULOS, 2005). As propriedades fisico-quimicas do
pd produzido dependem das caracteristicas do liquido de alimentacao (viscosidade,
tamanho das particulas, concentracdo de solidos, vazdo), assim como do ar de
secagem e do tipo de atomizador. A distribuicdo do tamanho das particulas varia
com a geometria do bico utilizado, com a velocidade de alimentac&o e a temperatura
de ar de entrada. Sendo assim, estas sdo variaveis importantes na otimizacdo do
processo de secagem para a obtengcdo de um produto de boa qualidade e de bom
rendimento (TONON et al., 2009).

3.6.1. FATORES QUE INFLUENCIAM A SECAGEM POR SPRAY DRYING

Na otimizacdo da secagem por spray drying, aspectos como o0 aguecimento,
volume de ar, tipo do bico atomizador, vazdo do material e temperatura do ar de
secagem devem ser considerados (LANNES; MEDEIROS, 2003).

De acordo com os estudos de Furuta et al. (1994), a qualidade do pé obtido
na secagem é dependente das caracteristicas do atomizador e da transferéncia de
calor e massa entre o ar aquecido e as goticulas na camara de secagem.
Propriedades de instantaneidade, como a molhabilidade e solubilidade, sé&o
influenciadas pelo teor de sélidos na suspensdo a ser seca assim como o tipo de
spray, velocidade de secagem e as temperaturas do ar de entrada e saida (NATH,;
SAPTHY, 1998). Varidveis do processo de secagem como viscosidade da
suspensao, vazdo de entrada, temperatura e pressdo do ar de secagem Sao
importantes para obtencdo de produtos secos de boa qualidade (TONON et al.,
2008).

Outros fatores relevantes na formacgao do produto final seco sdo a umidade e
a atividade de agua (STRAATSMA et al., 1999). A umidade é um indicativo da
eficiéncia do processo de desidratacdo, enquanto que o estudo da atividade de agua

pode ser feito através das isotermas de sor¢cdo (BROD, 2003), que permitem
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previsbes da estabilidade do produto durante seu acondicionamento e
armazenamento (Hossain et al., 2001).

De acordo com Carvalho (1994), a atividade de agua (Aw) é de fundamental
importancia, visto que, através da sua avaliacdo, podem ser previstas as reacdes
guimicas, enzimaticas e microbioldgicas que podem deteriorar o produto seco.

Algumas caracteristicas dos acUcares influenciam diretamente as
propriedades dos pos formados. Dentre estas podem ser citadas a higroscopicidade,
solubilidade, ponto de fusdo e temperatura de transicdo vitrea (Tg). Medidas da
umidade do ar de exaustdo, temperatura, vazédo de alimentacdo e umidade do gas
de entrada podem ser usadas para predizer e melhorar a eficiéncia do processo de
secagem. Segundo Timbers et al. (1997), a umidade relativa do ar do processo é
uma variavel significante no controle do secador.

Alguns produtos termosensiveis requerem atencdo especial no projeto e
operacdo do equipamento. Geralmente a deposicdo das particulas no interior da
camara de secagem é um dos principais problemas encontrados na secagem por
atomizacédo. Este fato influencia diretamente a taxa de sobrevivéncia dos micro-
organismos, pois esse deposito aumenta o tempo de residéncia e assim acarreta a
inativacdo térmica das células microbianas (LIEVENSE; VAN'T RIET, 1993). A
secagem de produtos ricos em acUcares de baixo peso molecular confere natureza
pegajosa ao pos obtidos (JAYA; DAS, 2009), levando com que haja aderéncia e
ocasionando baixos rendimentos. Contudo, a incorporacdo de adjuvantes de
secagem de alto peso molecular pode solucionar esse problema (TURCHIULI et al.,
2011).

Os sistemas biolégicos por serem termolabeis requerem atencao especial no
processo de secagem. O processo de desidratacdo afeta, por exemplo, a
sobrevivéncia dos micro-organismos, induzido drésticas perturbacdes na variacao de
volume celular (JOSHI; THORAT, 2011).

Nos processos que utilizam a desidratacdo como fator de conservacéo, é de
grande interesse o0 conhecimento da temperatura de transicdo vitrea (Tg), pois
fatores como cristalizacdo, pegajosidade e compactacdo estdo diretamente
relacionadas a Tg (ROOS, 2010). S&o muitos os trabalhos voltados para
determinacao e avaliagao da Tg em produtos desidratados, uma vez que esse serve
de indicador de estabilidade (MESTRY; MUJUMDAR; THORAT, 2011; TONON et
al., 2009).
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Tratando-se especificamente da secagem de culturas probidticas por spray
drying, parametros especificos devem ser avaliados a fim de conferir uma maior
protecdo as células, tais como: tolerancia do micro-organismo ao estresse; agente
encapsulante; temperatura de secagem; tempo de secagem; atividade de agua (Aw)
e condicbes de estocagem do produto (CHAVEZ e LEDEBOER, 2007). A vantagem
na aplicacdo da técnica por atomizacdo para producdo de probidticos em pd é
evidenciada pelos inumeros e recentes trabalhos divulgados (RIZQIATI et al., 2008;
SIMPSON et al., 2005; PICOT; LACROIX, 2003; FRITZEN-FREIRE et al., 2012;
ANEKELA et al., 2013; GARDINER et al., 2000; IVANOVSKA et al., 2012; RAWEE et
al.,, 2012; GOLOWCZYC et al., 2012; DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; CAI ET
AL., 2012; PAEZ et al., 2012; RIVEROS et al., 2009; ZHAO et al., 2008; SILVA et al.,
2011; PEIGHAMBARDOUST et al., 2011).

3.6.2. MALTODEXTRINA COMO AGENTE ENCAPSULANTE

A natureza do material encapsulante é um dos fatores que mais influenciam
nas técnicas de microencapsulacdo (ROSENBERG et al., 1990). Diversos séo o0s
materiais utilizados como encapsulantes, podendo ser de origem natural, semi-
sintética ou biodegradavel. Dentre estes, podem-se citar goma ardbica, alginato,
quitosana, carragena, carboidratos, gelatina, amido, maltodextrina, proteinas e os
derivados de celulose (JACKSON; LEE, 1991; OLIVEIRA; PETROVICK, 2012).

O encapsulante deve formar um filme coesivo com o material a ser
encapsulado e ndo reagir com o material do nucleo da microcapsula (DONBROW,
1992). A concentracdo do agente encapsulante pode afetar a sobrevivéncia de
micro-organismos, uma vez que uma maior quantidade de soélidos resulta em um
tamanho maior de particulas, e assim um maior tempo de secagem
(SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2007). Portanto, um estudo detalhado da
utilizacao desses agentes deve ser realizado.

O wuso de excipientes como ‘material de parede’ no processo de
microencapsulacdo por spray dryer é de pratica comum. Um dos materiais mais
utilizados como encapsulante na secagem por atomizacdo € a maltodextrina, iSso
devido ao seu baixo custo e baixa higroscopicidade, o que evita a aglomeracao de
particulas (ANSELMO, 2006). A maltodextrina de batata foi o primeiro produto

comercial no mercado, apresentando capacidade de formar um gel suave e
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reversivel e sendo aplicado como substituto parcial da gordura em sorvetes e
molhos para saladas. Desde entédo, varias maltodextrinas tém sido produzidas para
diversas aplicacbes (KENNEDY; KNILL; TAYLOR, 1995).

A maltodextrina é um polimero de glicose (CeH1005)n.H20 com peso molecular
variado (Figura 4). E um produto obtido a partir da hidrélise parcial do amido,

podendo ser obtida de amidos de diferentes fontes botanicas.

Figura 4-Estrutura molecular da unidade de maltodextrina.
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Fonte: Rowe, Sheskey e Owen (2006).

Diferentemente do amido nativo, a maltodextrina € solivel em agua
(CHRONAKIS, 1998). Pode ser diferenciada pelo valor de dextrose equivalente
(DE), que reflete o seu poder redutor, sendo expresso em gramas de glicose por 100
g de maltodextrina. Caracteristicas como a solubilidade, higroscopicidade, sabor
doce e compressibilidade aumentam com o valor de DE (ROWE, SHESKEY e
OWEN, 2006).

A eficacia de maltodextrinas de baixa DE como agente encapsulante deve-se
a sua baixa difusividade de umidade (ADHIKARI et al., 2004). Tonon et al. (2008)
demonstraram em seus estudos sobre o p6 de acai obtido em spray drying que ha
uma relacdo direta dos menores valores de higroscopicidade como o aumento da
concentracdo de maltodextrina. O papel das maltodextrinas como veiculo de
secagem justifica-se pelo auxilio da disperséo, evitando a aglomeracdo do produto
nas tubulagcbes do spray. Além disso, confere ao produto seco granulacéo
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homogénea e garantia de boa dispersdo do produto em agua ou solvente
(ALEXANDER, 1992).

As maltodextrinas também sao utilizadas como agentes geleificantes e
espessantes, previnem a cristalizagdo, auxiliam na dispersibilidade e controlam o
congelamento (CHRONAKIS, 1998). Em geral, as maltodextrinas sdo sollveis em
agua, possuem baixa densidade, ndo apresentam sabor adocicado e ndo possuem
sabor de amido (COUTINHO, 2010)

De maneira geral, sdo as propriedades dos agentes encapsulantes que
determinam o0s mecanismos de liberacdo dos probidticos das capsulas.
Encapsulantes soluveis em agua liberam seu contetdo, quando se adiciona agua,
devido & mastigacdo ou durante a digestdo (quando s&o digeriveis) (FAVARO-
TRINDADE, 2011).

3.7. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E OTIMIZACAO DE
EXPERIMENTOS

Nos Uultimos anos € cada vez maior a incorporacdo de técnicas de
planejamento experimental através de ferramentas matematicas. Novas teorias e
metodologias tem sido amplamente utilizadas, e com o planejamento € possivel
obter o maximo de informacdes através de um namero minimo de experimentos,
criando uma estrutura bem definida quanto aos fatores de estudo, unidades e
modelos estatisticos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996; WILLERS et al.,
2008; PERAZIO, 2010). Sua aplicacdo tem aumentado cada vez mais em estudos
biolégicos e em pesquisa médica (LEON, 2012; LI, 2003), sendo utilizado para
minimizar o nimero de experimentos e otimizar 0os processos, tendo como base a
andlise estatistica (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

Os avancos do planejamento experimental sdo ferramentas poderosas de
elucidacado, aplicacdo e interpretacdo de experimentos cientificos. Com um bom
planejamento € possivel obter-se exatamente o tipo de informacdo que se procura.
Entretanto, se deve conhecer muito bem o processo e os efeitos das respostas de
interesse, podendo estas ser quantitativas ou qualitativas. A literatura relata estudos
gue contemplam diversos fatores simultaneos (planejamentos multivariaveis) e os

correlacionados a variacdo de um unico fator por vez (planejamentos univariaveis).
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Os planejamentos multivaridveis sdo mais elucidativos quando comparados aos
univariaveis (FRANCIS et al., 2003; FERREIRA et al., 2007).

De maneira geral, os planejamentos experimentais trabalham as chamadas
variaveis independentes (X) em diferentes niveis (n). Um exemplo aplicado ao objeto
de estudo do presente trabalho seria a formulagdo de microcdpsulas de L. casei,
onde dois fatores seriam selecionados para o estudo, a temperatura de entrada do
ar e a concentracdo de agente encapsulante, sendo que ambos seriam estudados
nos niveis codificados como baixo (-1) e alto (+1).

O objetivo de um planejamento de experimentos é a identificacdo de
parametros importantes que resultem em menor numero de experimentos
(PEIXOTO, 2005). O primeiro passo € a construgdo de uma tabela com
combinacdes dos parametros envolvidos, e 0 segundo passo € ajustar uma
superficie de resposta aos experimentos selecionados (BARROS NETO, BRUNS;
SCARMINIO, 1996). Quando ainda se tem o interesse de otimizar um
processamento, isto é, maximizar ou minimizar algum tipo de resposta, utiliza-se a
metodologia de superficie de resposta (RSM) (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2003)

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é o conjunto de técnicas
estatisticas que exploram e constroem modelos matematicos, permitindo a
correlagcdo das respostas obtidas de um planejamento a fatores que afetam o
estudo. Essa relacdo permite a associacdo em niveis intermediarios de respostas
que nao foram realizadas experimentaimente (MUTHUKUNAR; MOHAN;
RAJENDRAN, 2003).

A MSR é composta de duas etapas: a modelagem, que € obtida ajustando-se
modelos lineares ou quadraticos a resultados experimentais obtidos a partir de
planejamentos experimentais; e o deslocamento, que busca o caminho de maxima
inclinacdo de um determinado modelo, que € o caminho onde a resposta varia de
forma mais pronunciada. Tais etapas sdo necessarias para que se atinja a regiao
otima da superficie estudada. A MSR é capaz de detectar efeitos quadraticos, o que
possibilita verificar a curvatura da regido experimental (NIST/ SEMATECH, 2011),
permitindo aproximar um modelo empirico a uma relacdo entre os fatores e as
respostas do processo (PERAZIO, 2010).

Existe uma grande quantidade de estratégias que podem ser adotadas para

execucdo de planejamentos experimentais e metodologias de estudo das MSR,
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cada qual como suas particularidades que dependem da situagcéo problema que se
pretende avaliar. Dentre os planejamentos podemos citar o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR). O DCCR ¢ aplicado quando uma funcdo matematica de
primeira ordem nao é capaz de se ajustar a superficie de resposta. Resumidamente,
o0 DCCR é um planejamento em estrela onde a distancia do centro do delineamento
até os pontos axiais garante a rotabilidade, sendo aplicado quando as variancias das
predicbes das respostas dependem apenas da distancia ao ponto central, isto €,

quando todos os pontos forem equidistantes do ponto central (PERAZIO, 2010).
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4. METODOLOGIA

4.1. SORO DE LEITE
O soro de leite foi gentilmente cedido pela empresa Natural da Vaca®,
localizada em Gravata- PE. Recolheu-se o soro resultante da Ultima etapa de
processamento do queijo tipo ricota, e em seguida a amostra foi homogeneizada,
armazenada em recipientes plasticos de 2 litros de capacidade, identificada e

posteriormente congelada.

4.1.1. CARACTERIZAQAO DO SORO DE LEITE

A caracterizacdo do soro de leite utilizado na formulacdo do meio de cultura
para a fermentacdo de L. casei foi realizada por meio da determinacdo de pH,
umidade, proteinas e lipidios de acordo com os Meétodos Analiticos Oficiais
(INSTITUTO ADOLPHO LUTZ, 2008). Os ensaios foram realizados em triplicata.

A acidez titulavel do soro de leite foi determinada através de titulacdo com
solugdo Dornic (indicador fenolftaleina a 1,0 %), e os resultados expressos em
Graus Dornic (°D) (IAL, 2008).

4.2. MANUTENCAO DO MICRO-ORGANISMO
Foi adquirida uma cepa de L. casei proveniente da colecdo de culturas do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA).
As células foram armazenadas em tubos inclinados com meio MRS Agar
suplementado com 2% (p/v) de glicose. A cultura foi armazenada sob refrigeracao a
10 °C, sendo realizados repiques periddicos a cada 15 dias para manutencdo das
células. O micro-organismo também foi submetido ao método de liofilizagédo, sendo

armazenado em frascos contendo aproximadamente 2 mL da suspenséao de células.
4.3. PROCEDIMENTOS DE FERMENTACAO
4.3.1. PRE-INOCULO E INOCULO
Foi preparado um pré-inéculo por meio da inoculagdo do micro-organismo em

tubo contendo 5 mL de solucédo salina estéril (0,85% p/v de NaCl) até obtencédo de

turbidez equivalente ao tubo de namero 0,5 da escala de McFarland.
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Posteriormente, o indculo foi preparado utilizando-se frasco tipo Erlenmeyer
de 250 mL de capacidade contendo 45 mL de meio caldo MRS suplementado com
2% (p/v) de glicose. A composicao do meio caldo MRS esta apresentada na Tabela
3. O meio foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 15 minutos.

Ao inéculo foi adicionado o volume de 5 mL do pré-indculo (concentracdo de
10% v/v), sendo o cultivo realizado na condi¢do estacionaria e incubacdo em estufa
a 37 °C por 12 horas.

Tabela 3- Composic¢do do meio caldo MRS.

COMPOSTO CONCENTRACAO (g/L)
Peptona 10
Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5
Dextrose 20

Polisorbato 80

Citrato de amonio 2
Acetato de sédio 5
Sulfato de magnésio 0,1
Sulfato de manganés 0,05
Fosfato dipotassio 2

Agar 12

4.3.2. COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA- CONCENTRACAO DE GLICOSE
NO MEIO A BASE DE SORO DE LEITE

Inicialmente, seis meios alternativos a base de soro de leite, denominados de
meios A, B, C, D, E e F foram submetidos ao processo fermentativo. Os referidos
meios foram formulados a partir de diferentes concentracoes de glicose (g/L),
visando avaliar a melhor concentracdo deste acucar em relagdo a concentracao final
de células viaveis no caldo fermentado. Testou-se 0 meio a base de soro de leite
com as seguintes concentracdes: 5, 10, 20, 30 e 40 g/L de glicose. Cabe ressaltar
gue ao meio A ndo houve suplementacdo de glicose, conforme mostra a Tabela 4.
Para a preparacédo dos meios, o proprio soro de leite foi utilizado como solvente dos

compostos.
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Tabela 4-Composicdo dos meios a base do soro de leite empregados nos experimentos
de determina¢do da concentracdo de glicose.

COMPOSTO CONCENTRAGCAO (g/L)
MnS0O,4.H,0 0,05
MgSO4.7H,0O 0,10
Citrato de sodio 2,00
Acetato de sédio 5,00
KoHPO, 2,00
Glicose 0,0/5,0/10,0/20,0/30,0/40,0
Tween 80 1,00
Extrato de levedura 25,00
Soro de leite Volume de 1000 mL

Os cultivos foram realizados empregando-se uma concentracao de indculo de
5% (v/v) em cultivo estacionario, utilizando-se frascos tipo Erlenmeyer de 500 mL de
capacidade contendo 200 mL de meio, a 37 °C por 20 horas. Os experimentos foram
realizados em duplicata e avaliou-se ao término da fermentacdo a concentracdo de

células viaveis e o pH.

4.4, AVALIACAO DO PROCESSO FERMENTATIVO

4.4.1. CINETICA DE CRESCIMENTO DE L. CASEI EM MEIO A BASE DE SORO
DE LEITE

Apés a definicdo da concentracdo de glicose a ser adicionada, realizou-se a
fermentacdo para obtencdo do padrdo cinético da fermentacdo. Esta foi conduzida
empregando-se uma concentracdo de inoculo de 5% (v/v) em cultivo estacionario,
utilizando-se frascos tipo Erlenmeyer de 500 mL de capacidade contendo 200 mL de
meio, a 37 °C por 43 horas. O processo foi monitorado através das andlises de pH e

concentracdo de células viaveis. Os cultivos foram realizados em triplicata.

4.4.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CELULAS VIAVEIS
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A partir de diluicbes decimais seriadas das amostras (1 mL de caldo
fermentado e 0,1 g de pd) em tubos de ensaio contendo solucdo salina estéril
(0,85% p/v de NaCl), um volume de 10 pL das amostras foi inoculado em placas de
Petri contendo meio MRS Agar suplementado com 2% (p/v) de glicose pela técnica
“pour plate”. As placas foram incubadas em estufa por 72 horas, a 37 °C.

4.4.3. DETERMINACAO DO PH
O pH das amostras foi determinado por potenciometria (Marconi ©).
4.4.4. PESQUISA DE CONTAMINANTES

Foi realizada microscopia a fresco, técnica de Gram e inoculacdo em meio

MRS Agar para verificacdo de possiveis contaminantes.
4.4.5. TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS (SST)

O teor de SST foi determinado por refratometria, através do refratbmetro

digital (Atago Modelo PAL-3). Os resultados foram expressos em °Brix.
4.5. MICROENCAPSULACAO POR SPRAY DRYING

A secagem por spray drying foi realizada em equipamento secador com
sistema atomizador em bicos — mini spray dryer (SD-Basic) (Figura 5). O
equipamento dispde de um sistema de atomizacdo, soprador, aquecedor, camara
principal de 215 mm x 500 mm e ciclone. Possui uma capacidade de evaporacéo de
agua de até 1L/h, com temperatura maxima de entrada de 200 °C e circulacéo de ar
seco de 70 m*/h.

Testes preliminares foram realizados para definir as faixas de operacao para
a temperatura do ar de entrada e selecdo do adjuvante de secagem a ser
investigado. Foram utilizados como adjuvantes de secagem: maltodextrina, Tween
80, amido de milho, fosfatidilcolina, pectina e soro de leite ‘in natura’. Foram
excluidos ensaios que obtiveram teor de umidade acima de 4% e atividade de agua
acima de 0,6 (ALZAMORA et al., 2003; MASTERS, 1985). Ensaios préevios também
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foram realizados a fim de avaliar quais as melhores condi¢cdes de gotejamento da

amostra.

Figura 5 - Foto do secador Mini Spray Dryer (SD-Basic).

1N

Fonte: A autora

O adjuvante de secagem foi dissolvido no caldo fermentado por meio de um
agitador magnético (RH BASIC KT/C SAFETY CONTROL IKAMAGI), até sua
completa dissolugdo. Imediatamente apds o preparo das suspensoes, aliquotas de 1
mL foram retiradas para avaliacdo de possiveis contaminantes do processo (ltem
4.5.4) e a concentracao de células viaveis.

Em seguida, a suspensao foi atomizada no secador sob condi¢cdes
operacionais constantes, e as particulas em p6 produzidas foram separadas da
corrente gasosa, sendo coletadas em um recipiente de vidro. Os materiais
produzidos foram acondicionados em recipientes de vidro hermeticamente fechados
e guardados em dessecador com silica para ndo absorver umidade do ar ambiente.
Empregou-se um bico atomizador de diametro de 1,5 mm.

Definidas as faixas de operacdo de temperatura, empregou-se um
planejamento experimental do tipo DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional), com 2 variaveis (temperatura de entrada do ar e concentracdo de

adjuvante (m/v%), tendo como variavel resposta a concentracao de células viaveis
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ao final da secagem, expressa em UFC/g. Os planejamentos foram realizados com
guatro pontos axiais e triplicata no ponto central, totalizando 11 experimentos. Foram
verificadas durante o processo de secagem a temperatura de saida e o tempo de

secagem. As Tabelas 5 e 6 resumem os planejamentos utilizados.

Tabela 5 - Primeiro planejamento do tipo DCCR empregado nos ensaios de secagem por
spray drying (2 variaveis, pontos axiais com o =+ 1,41, triplicata no ponto central).

Ensaio TEMPERATURA DE CONCENTRACAO DO
S ENTRADA (°C) ADJUVANTE (m/v%)
1 -1 (77,3) -1 (3,8)

2 +1 (112,7) -1(3,8)
3 -1 (77,3) +1 (17,2)
4 +1 (112,7) +1 (17,2)
5 -1,41 (70) 0 (10,5)
6 +1,41 (120) 0 (10,5)
7 0 (95) -1,41 (1)
8 0 (95) +1,41 (20)
9 0 (95) 0 (10,5)
10 0 (95) 0 (10,5)
11 0 (95) 0 (10,5)
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Tabela 6 - Segundo planejamento DCCR empregado nos ensaios de secagem por spray
drying (2 variaveis, pontos axiais com a = + 1,41, triplicata no ponto central).

Ensaio TEMPERATURA DE CONCENTRACAO DO
s ENTRADA (°C) ADJUVANTE (m/v%)
1 -1 (52,9) -1 (7,9)

2 +1 (67,1) -1 (7,9)
3 -1 (52,9) +1 (22,1)
4 +1 (67,1) +1 (22,1)
5 -1,41 (50) 0 (15)
6 +1,41 (70) 0 (15)
7 0 (60) -1,41 (5)
8 0 (60) +1,41 (25)
9 0 (60) 0 (15)
10 0 (60) 0 (15)
11 0 (60) 0 (15)
4.6. CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS

4.6.1. CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS DOS POS OBTIDOS POR SPRAY
DRYING
Visando determinar o efeito das condigcbes de secagem sobre a viabilidade
celular do micro-organismo, foram feitas contagens de células viadveis nos pés
obtidos apd6s os processos de secagem, segundo metodologia descrita no item
4.5.2. Neste caso, foram preparadas suspensdes dos pos do micro-organismo a

partir de uma massa de 0,1 g do po.

4.6.2. SOLUBILIDADE

A solubilidade foi determinada de acordo com EASTMAN & MOORE (1984).
Uma massa correspondente a 1 g de amostra seca foi diluida em 100 mL de agua
destilada. Ap6s homogeneizacdo da suspensdo em um mixer em alta velocidade
durante 5 minutos, a amostra foi centrifugada a 30.000 x g durante 10 minutos.
Amostras de 20 mL da solucao centrifugada foram distribuidas em placas de Petri e

submetidas a secagem em estufa a vacuo a 75 °C por 5 horas. A solubilidade foi
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calculada, em termos percentuais, por diferenca de peso. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.6.3. ATIVIDADE DE AGUA

A atividade de agua (Aw) foi determinada nos pos ap0s secagem e durante a
avaliacao do tempo de estocagem. Foi utilizado o equipamento Pa,Kit Water Activity
Meter® (Figura 6), de acordo com as instrucées do fabricante. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

Figura 6- Medidor de Atividade de Agua PawKit Water Activity Meter ®.

Fonte: A autora

4.6.4. MOLHABILIDADE

Esta propriedade foi medida segundo metodologia descrita por Vissotto et al.
(2006). O método consiste na queda de 2,0 g de amostra sobre 400 mL de agua
destilada a 25 °C, em béquer de 600 mL, e medicdo do tempo necessario para que
todas as particulas molhassem, determinado visualmente. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.6.5. HIGROSCOPICIDADE

Uma massa de 2 g da amostra foi colocada em cépsulas de aluminio
contendo uma solucéo saturada de NaCl a temperatura ambiente (umidade relativa
de 75%) até que o equilibrio fosse atingido. A higroscopicidade foi expressa como
contetdo de agua absorvida por 100 g de p6 em base seca (g/ 100 g em b.s). Os

ensaios foram realizados em triplicata.
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4.6.6. TEOR DE UMIDADE

A umidade dos pos (Xp) foi determinada segundo a metodologia descrita pelo
INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008). Uma massa de 5 g do po foi levada a estufa por
3 horas a temperatura de 105 °C. Apés resfriamento em dessecador, a massa foi
pesada e o procedimento repetido até obtengdo de peso constante (Mpesocte). A

umidade foi calculada por meio da Equacdo 1. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
Xp = [ _E h_] — 104 Sobrevivéncia = — X 100
mpesects No
Xam = [;:I —1
Ilj .‘.‘":.'JEEDE:'E

1)

4.6.7. ESTABILIDADE DAS CELULAS DE L. CASEI ENCAPSULADAS DURANTE

ESTOCAGEM - VIDA DE PRATELEIRA (SHELF LIFE)

As microcapsulas de L. casei foram estocadas em frascos de penicilina
hermeticamente fechados e acondicionados em dessecador. Foi avaliada a
influéncia da temperatura de armazenamento (4 °C, -8 °C e temperatura ambiente -
+ 30 °C) sobre a viabilidade e a umidade final dos pé6s. Os experimentos foram
realizados em triplicata por um periodo de 60 dias. A sobrevida dos probidticos foi
avaliada como descrito no item 4.4.2 apos To, t7, t14 tog ts2 € teo dias de estocagem do

produto.

4.6.8. ANALISE TERMICA

Inicialmente, os equipamentos DTA 60 e DSC 60 (SHIMADZU®) foram
calibrados seguindo as normas do fabricante, a fim de obterem-se resultados mais
precisos. As amostras foram mantidas em dessecador até sua pesagem e
acondicionamento em micro-cadinhos. Os equipamentos foram dotados de cadinho
de referéncia (vazio de mesmo material ao da amostra). Para obtencdo das curvas
foi utilizado o programa TA 60 (SHIMADZU®).

A DTA foi realizada nas seguintes condi¢des, tanto para o ensaio da
maltodextrina quanto do pd seco de probidticos: massa da amostra de
aproximadamente 10,0 mg; razdo de aquecimento de 10 °C min *, de 30 °C a 250

°C. Com o objetivo de obter a entalpia das amostras, a DSC foi realizada nas
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seguintes condi¢cbes: massa da amostra de aproximadamente 10,0 mg, razdo de

aquecimento igual a 10 °C min *, de 30 ° a 250°C.

4.6.9. ANALISE DA MICROESTRUTURA
As amostras do pds foram observadas por microscopia Optica. O microscépio

optico composto permite ampliagbes de 1000x e uma resolucdo de 0,2 um

(TRINDADE, 2007). O microscoépio Optico utilizado é da marca NIKON (Figura 7),

onde foi acoplada uma méaquina fotografica MPEGMovie, Digital still cAmera DSC-

550, Cyber-shot com 7 Mega Pixels.

Figura 7- Microscopio optico- NIKON.

Fonte: A autora
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Abaixo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no
desenvolvimento desse trabalho. Inicialmente, destacam-se o0s resultados da
caracterizagdo fisico-quimica do soro de leite ‘in natura’, o estudo quanto a
concentracéo de suplementacao de glicose no meio para o crescimento celular de L.
casei e a andlise da cinética de crescimento. Em seguida, sdo apresentados 0s
resultados da otimizagdo da secagem do micro-organismo por spray drying

utilizando o planejamento experimental e, por fim, a caracterizacao do pé obtido.

5.1. CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO SORO DE LEITE E
DEFINICAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE NO MEIO DE CULTURA

Os resultados da caracterizacdo centesimal do soro ‘in natura’ estdo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Resultados da Composicédo Centesimal do Soro de Leite.
dp' — desvio padréo

Componente Concentracdo média + dp” (%)
Proteinas 0,61 + 0,03
Lipidios 0,50 £ 0,00
Umidade 94,31 £ 0,02
Cinzas 0,56 + 0,04
Carboidratos 4,02 (por diferenca)

O soro utilizado no experimento € proveniente da preparacdo do queijo tipo
ricota, que segundo ROBINSON (1986), produz um soro que varia de uma acidez
média a um soro &cido. A andlise da acidez titulavel do soro, através do célculo do
grau Dornic, apresentou um grau meédio de 33° e um pH de 4,0.

De acordo com FITZSIMONS et al. (2006), o soro de leite contém, em média,
93% de agua, 5% de lactose, 0,9 a 0,7% de proteinas, 0,5 a 0,3% de gordura, 0,2%
de &cido latico e pequenas quantidades de vitaminas. Dessa forma, os valores de
composicdo centesimal encontrados neste estudo estdo proximos dos encontrados

na literatura. A composicdo e o tipo de soro de leite produzido industrialmente
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dependem do tipo de queijo fabricado e da tecnologia de processamento empregada
na producao (SILVEIRA ; ABREU, 2003).

Com a caracterizacdo do soro de leite, foram entdo testadas diferentes
concentracdes de glicose para a suplementacdo de carboidratos ao meio com o
objetivo de ser obtida a maior producdo de células viaveis com a menor adi¢do de
glicose, visando a diminuicéo de custos do processo fermentativo.

A Tabela 8 mostra os valores de concentracdo de células viaveis nas
amostras de caldo fermentado apés 20 h de cultivo de L. casei em meio a base de

soro de leite, suplementado com diferentes concentragdes de glicose.

Tabela 8- Concentragéo de células viaveis de L. casei apés 20 horas de
fermentacdo em meio a base de soro de leite suplementado com diferentes
concentragdes de glicose.

Concentracao de Concentracdo de células
glicose (g/L) viaveis (UFC/mL)
0 3,08 x 10°
5 7,25 x 10°
10 1,24 x 10°
20 7,48 x 10°
30 2,75 x 10°
40 1,68 x 10°

Como podemos observar, a partir da adicdo de 10 g/L de glicose foi atingida
uma concentracdo celular de ordem de 10° UFC/mL, sendo que a maior
concentracdo celular obtida foi de 7,48 x 10° UFC/mL para 20 g/L de glicose.
Bactérias pertencentes ao grupo Lactobacillus apresentam complexas exigéncias
nutricionais, sendo necessaria a presencga de carboidratos, aminoécidos, peptideos,
ésteres de acidos graxos, sais, vitaminas e derivados de acidos nucléicos no meio
de cultivo (LEITE, 2006). Dessa forma, podemos concluir que o meio de cultivo a
base de soro de leite suplementado com 20 g/L de glicose proposto neste trabalho
oferece os nutrientes requeridos para a producao de células viaveis de L. casei em
uma concentragdo adequada para o uso do caldo fermentado como inoculante em
alimentos com caracteristicas probioticas (BRASIL, 2008).

A composicdo do meio de cultivo utilizado favoreceu a obtencédo de uma

concentragcédo elevada de células viaveis inclusive pela presenca do componente
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citrato de sédio. Carmo (2006) relatou que a adi¢cdo de 0,10 % deste composto ja é
uma quantidade suficiente para estabilizacdo das proteinas em suspensao.

Barbosa (2011) obteve uma concentracéo celular da ordem de 10° UFC/mL
de Lactobacillus a partir de vinhoto de cana-de-agulcar suplementado com diferentes
fontes de carbono, valor inferior ao atingido em nosso estudo.

No preparo do meio de cultivo, o pH inicial foi ajustado para 6,5, pois as
bactérias acido laticas crescem bem em pH inicial neutro ou préximo da
neutralidade. Os valores de pH ao término do cultivo de 20 horas (Figura 8)
mostraram uma leve tendéncia a acidificagdo quando é empregada uma
concentracdo de glicose até 20 g/L, o que pode ser justificado por uma maior
producado de acidos com o aumento da concentracdo deste acUcar. Para valores de

glicose acima de 20 g/L, o pH final mantém-se em torno de 5,4.

Figura 8- Valores finais de pH ap6s 20 horas de fermentacdo de L. casei
em meio a base de soro de leite suplementado com diferentes concentracdes de
glicose.
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5.2. CINETICA DE CRESCIMENTO CELULAR
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Com a escolha da concentracdo de glicose de 20 g/L, foi realizada a cinética
de crescimento celular. Os resultados experimentais das concentracdes celulares
em funcado do tempo de fermentacdo, assim como os valores de pH, foram utilizados
para confeccdo do padrdo cinético de crescimento demonstrado na Figura 9. Os

dados estéo apresentados em triplicata.

Figura 9-Concentracao de células viaveis e variagdo do pH durante o cultivo de L.
casei em meio a base de soro de leite suplementado com 20 g/L de glicose (dados
relativos aos experimentos em triplicata).
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A cinética de um processo fermentativo constitui uma etapa fundamental para
o entendimento da evolucdo dos valores de uma ou mais variaveis de estudo em
funcdo do tempo de fermentacédo. Podemos identificar na Figura acima que L. casei
apresentou uma fase de crescimento linear de 10 horas e crescimento exponencial a

partir de 17 h de cultivo, atingindo uma velocidade maxima de crescimento (PUvax) de
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0,52 + 0,03 h-1. Tais resultados corroboram com Rosa (2010), quando investigou 0
cultivo de Lactobacillus em frascos de penicilina empregando o soro de queijo ‘in
natura’.

A fase estacionéria iniciou-se a partir de 36 h, o que corrobora com os dados
apresentados por Panesar (2010), utilizando L. casei em meio a base de soro de
leite. Ao final de 43 h é atingida uma concentracdo de células viaveis de 10™°
UFC/mL, quantidade adequada para o uso do caldo fermentado como probidtico.

As células obtidas a partir da fase estacionaria séo significantemente mais
resistentes ao processo de secagem do que as células em fase exponencial. O
aumento da resisténcia na fase estacionaria pode ser justificado em termos de
fisiologia, como a quantidade reduzida de DNA replicante (MIRHABIBOLLAHAI,
1988).

Brinques (2009) obteve uma concentracdo de células viaveis de L. casei da
ordem de 10° UFC/mL, utilizando meio contendo 25 g/L de soro de leite
suplementado com 10 g/L de extrato de levedura e 20 g/L de peptona. Como era
importante otimizar as condi¢cdes de fermentacéo de producdo de células em menor
tempo de operacdo, sem comprometer os resultados de crescimento celular,
preconizou-se um tempo total de fermentagcao de 46 h.

Rosa (2010), trabalhando com a otimizacdo de um meio a base de soro de
leite e com diferentes condigbes de cultivo através de planejamento experimental,
mostrou que um tempo maior de fermentacdo ndo causa diferenca significativa no
crescimento celular, podendo inclusive comprometer a fermentagéo.

O pH decresceu de 6,0 a 4,5, indicando a acidificacdo do meio pelos produtos
da fermentacdo. Segundo Monteiro (1999), o pH que restringiria o crescimento do
micro-organismo L. delbrueckii fixa-se em 3,5, contudo n&do sendo ainda letal a este.

A microscopia a fresco dos caldos e a coloracao pela técnica de Gram (Figura
10) apresentaram culturas caracteristicas de células de L. casei, ndo evidenciando
dessa forma contaminantes. A inoculacdo em meio MRS Agar também indicou a

pureza dos caldos fermentados.
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Figura 10- L.casei - técnica de Gram (aumento de 1000x).

Fonte: A autora

A medida de SST permitiu determinar o percentual, em peso, de sélidos totais
(proteinas, acucares e minerais) dissolvidos no caldo fermentado (HAMERSKI,
2009). O resultado obtido foi de um °Brix igual a 14.

Os resultados demonstraram que o soro de leite € um subproduto com
potencial a ser utilizado no cultivo de L. casei, permitindo uma elevada producao de

células e sendo uma opcéao de baixo custo quando comparado aos meios sintéticos.

5.3. OTIMIZACAO DA SECAGEM DE L. CASEI POR SPRAY DRYING

Inicialmente foram realizados testes preliminares de secagem para
determinacao das faixas de temperatura do ar de entrada e escolha do adjuvante de
secagem. A caracterizacdo do produto obtido apos a secagem foi realizada através
da contagem de células viaveis, sendo observados ainda o aspecto macroscopico
do p6 formado e a aderéncia a parede do equipamento.

O agente encapsulante que demonstrou maior solubilidade foi a
maltodextrina, diferentemente do Tween 80, que necessitou de vigorosa agitacao
para sua total homogeneizacdo. Os testes realizados com soro de leite ‘in natura’,
amido de milho, pectina e fosfatidilcolina conferiram ao p6 formado as maiores
aderéncias as paredes do equipamento. Isto dificulta a aplicacdo destes como
agentes encapsulantes do presente estudo, ja que esta aderéncia aumenta o tempo
de residéncia do pd ao ciclone, influenciando a taxa de sobrevivéncia dos micro-
organismos (LIEVENSE; VAN'T RIET, 1993). A aderéncia do po ao ciclone com o
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soro de leite ‘in natura’ como agente encapsulante € resultado da facilidade que os
produtos lacteos desidratados tem de absorver agua, tornando-se mais susceptiveis
a modificacdes quimicas e bioquimicas, como por exemplo, a reacdo de Maillard
(PERRONE, 2010).

Com base nas observacdes mencionadas acima, foi selecionado como
agente encapsulante do presente estudo a maltodextrina. Esta, por sua vez, é um
produto de relativo baixo custo, contribuindo dessa forma para uma diminuicdo no
custo do processo de secagem.

A maltodextrina € um produto estavel, de baixa higroscopicidade, sendo
usada para manter baixo o nivel de umidade em produtos em p6. E um dos agentes
encapsulantes mais utilizados nos processos de microencapsulacdo, apresentando
efeito antioxidante e preservando o produto (SHAHIDI; HAN, 1993). Coutinho (2010)
relata que as maltodextrinas possuem uma ampla aplicacdo nas industrias de
alimentos e na encapsulacao por serem sollveis em agua.

Definidas as faixas de temperatura do ar de entrada, foi empregada a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) por meio de um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para se compreender a influéncia das
varidveis temperatura de entrada do ar e concentracdo de maltodextrina sobre a
concentracdo de células viaveis dos pos formados.

O caldo fermentado utilizado na producéo do probidtico em po foi seco sem
gualquer tratamento adicional, visando baratear o processo de secagem.
Preocupou-se apenas na escolha da fase do processo fermentativo. Células em fase
estaciondria sdo significativamente mais resistentes se comparadas as células em
fase exponencial. O aumento da resisténcia das células na fase estacionaria pode
ser justificada pela quantidade reduzida de DNA replicante nessa fase
(MIRHABIBOLLAHAI, 1988). A desnaturacdo do DNA é a causa mais comum de
morte celular em secagem, onde sao aplicadas temperaturas acima de 90 °C
(TEIXEIRA et al., 1997).

As Figuras 11A e 11B mostram a superficie de resposta e a curva de
contorno para a variavel concentracdo de células viaveis no primeiro planejamento
experimental realizado.

A maior concentracdo de células viaveis (1,5 x 10® UFC/qg) foi obtida para as

condicbes de secagem de 95 °C e 20 % de maltodextrina. Por outro lado, para a
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mesma temperatura e uma concentragédo de adjuvante de apenas 1 % a viabilidade
celular foi nula.

Os resultados indicam que a faixa Otima para maximizar a concentracao de
células viaveis abrange toda a faixa de temperatura investigada e valores de
concentracéo de maltodextrina acima de 18% (m/v). De acordo com LESLIE et al.
(1995) e CASTRO et al. (1997), a incorporacdo de acucares aumenta a
sobrevivéncia das bactérias durante a secagem. Magalhdes Netto (1997) afirma
ainda que a presenca de carboidratos de peso molecular mais alto, como a
maltodextrina, contribui para auxiliar na estabilidade do sistema.

Nos ensaios 1 (77,3 °C e 3,8 % de maltodextrina) e 2 (112,7 °C e 3,8 % de
maltodextrina) foi observada uma aderéncia do pé nas paredes da camara de
secagem e, consequentemente, perdas do material encapsulado. A aderéncia
observada podera estar relacionada a mudanca de estado fisico, pois segundo
Magalhdes Netto (1997), estruturas amorfas ou parcialmente amorfas sao formadas
em varios processos como a desidratacdo (spray-drying). A remocdo da agua
durante a secagem produz esse tipo de estrutura.

A andlise de variancia aplicada aos resultados da matriz do planejamento é
mostrada no grafico de Pareto (Figura 12). Este grafico € uma das formas de se
avaliar visualmente a influéncia dos fatores estudados sobre a variavel resposta. A
magnitude dos efeitos é representada pelas colunas, enquanto que a linha
transversa as colunas representa a magnitude dos efeitos com significado estatistico
para p= 0,05, ou seja, valores estatisticos com 95% de confianca.

Observa-se que a concentracao de adjuvante foi a variavel que influenciou de
forma mais significativa a variavel resposta, atingindo efeitos estimados positivos de
34,9 e 30,4. A maltodextrina confere melhor resisténcia ao material em secagem
com temperaturas elevadas (ANEKELLA, 2011), exercendo um efeito protetor as

células.



Figura 11-Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a
concentragdo de células viaveis de L. casei em fungéo da temperatura de

entrada do ar e da concentragdo de maltodextrina para o primeiro
planejamento experimental.
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Figura 12-Diagrama de Pareto para a concentracédo de células
viaveis de L. casei em funcdo da temperatura de entrada do ar e da
concentragdo de maltodextrina para o primeiro planejamento experimental.
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Com relacdo a temperatura, o termo quadratico apresenta significancia
estatistica, exercendo um efeito estimado negativo (-8,0). Este resultado indica que
pode ser atingida uma maior viabilidade celular para faixas menores de temperatura.

A Tabela 9 mostra os valores obtidos para a atividade de agua (Aw) nos
experimentos do primeiro planejamento experimental. Em todos os ensaios 0s
valores de Aw permaneceram abaixo de 0,3, o que, de acordo com Tonon et al.
(2009), melhora a estabilidade do p6 pois representa menos agua livre disponivel
para as reacfes bioguimicas. Nota-se que no ensaio de temperatura mais elevada
foi observado o menor valor de Aw, sugerindo que a utilizacdo de maiores
temperaturas para o ar de entrada reduz o teor de agua livre no produto.

Como neste planejamento a condicdo maxima de concentracdo de células
viaveis ndo foi atingida, um novo planejamento experimental foi realizado para
menores valores de temperatura (50 a 70 °C) e concentracdo de maltodextrina entre
5 e 25 % (m/v). Neste caso, a Aw foi determinada apenas na condi¢do selecionada

de secagem do micro-organismo.



Tabela 9- Resultados de atividade de dgua (Aw) dos pos de L. casei obtidos nos
experimentos do primeiro planejamento experimental.

TEMPERATURA DE CONCENTRACAO DO AW
ENTRADA (°C) ADJUVANTE (m/v%)

-1 (77,3) -1(3,8) 0,15

+1 (112,7) -1(3,8) 0,13

-1 (77,3) +1 (17,2) 0,13

+1 (112,7) +1 (17,2) 0,14

-1,41 (70) 0 (10,5) 0,14

+1,41 (120) 0 (10,5) 0,05

0 (95) -1,41 (1) 0,15

0 (95) +1,41 (20) 0,23

0 (95) 0 (10,5) 0,14

0 (95) 0 (10,5) 0,13

0 (95) 0 (10,5) 0,13
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A Figura 13A mostra a superficie de resposta e a Figura 13B ilustra a curva

de contorno para a varidvel concentracdo de células viaveis no segundo

planejamento experimental.

Como podemos observar, a regido Otima para a concentracdo de células

viaveis foi atingida. Maiores concentracdes de células séo obtidas para temperaturas

mais amenas em relagcdo ao primeiro planejamento experimental.

A temperatura do ar de entrada influencia diretamente a temperatura do ar de

saida, sendo esta variavel um parametro critico que afeta a sobrevivéncia dos micro-
organismos (TEIXEIRA et al.,, 1995, GOLOWCZYC et al., 2010). Os dados

experimentais mostraram que a diferenca entre as duas temperaturas (saida e

entrada) fica em torno de 20 + 5 °C. Vale salientar que a temperatura de saida do

secador é de dificil predicédo, controle ou correcéo para qualquer
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Figura 13- Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a
concentragdo de células vidveis de L. casei em fun¢éo da temperatura de

entrada do ar e da concentragcdo de maltodextrina para o segundo
planejamento experimental.
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dado conjunto de condi¢cbes de operacao, ja que depende, além da temperatura do
ar de entrada, das caracteristicas das solu¢des atomizadas. O efeito da temperatura
sobre a sobrevivéncia dos probioticos é também dependente da estirpe (SILVA et
al., 2002). Em recentes estudos foi observado o efeito deletério na viabilidade da
cultura com o aumento da temperatura de saida (GARDINER et al., 2000).

Gardiner et al. (2000), em estudos sobre a sobrevivéncia L. paracasei NFBC
338 em secagem por spray e utilizando uma temperatura de saida de 70 °C,
obtiveram um rendimento maximo de 97% na concentracdo de células viaveis. Por
outro lado, a aplicacdo de uma temperatura de saida de 120 °C resultou em uma
taxa nula de sobrevivéncia.

Pela analise estatistica dos resultados obtivemos o gréafico de Pareto (Figura
14), onde os termos linear e quadratico da concentracdo de maltodextrina, bem
como o termo quadratico da temperatura apresentaram-se significativos (p<0,05).

Em todos os casos, os efeitos estimados negativos

Figura 14- Diagrama de Pareto para a concentracé@o de células viaveis de
L. casei em fungéo da temperatura de entrada do ar e da concentracéo de
maltodextrina para o segundo planejamento experimental
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demonstram que gquanto menores os valores de temperatura e concentracdo de

adjuvante, maior a concentracao de células viaveis.
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Os valores criticos do modelo que maximizam a resposta foram equivalentes
a uma concentragdo de maltodextrina de 8,75 % (m/v) e temperatura de 59,3 °C,
predizendo um valor maximo tedrico para a concentracdo de células viaveis de 1,97
x 10° UFC/g.

Um ensaio em triplicata foi realizado nessas condi¢bes para confirmacéo
desse resultado. No entanto, pudemos observar que a caracteristica macroscopica
do produto formado néo foi satisfatoria, como pode ser notado na Figura 15. O
produto era nitidamente higroscopico, apresentando tendéncia a aglomeracédo e
ficando aderido as paredes do spray. Sugere-se que tal resultado pode ter ocorrido

dada a baixa concentracéo de maltodextrina.

Figura 15 - Aspecto macroscopico do produto formado utilizando uma
concentracdo de maltodextrina de 8,75 % (m/v) e temperatura de 59,3 °C.
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Fonte: A autora

A qualidade final do produto obtido por secagem em spray drying é afetada
positivamente pela concentracdo do adjuvante de secagem, o que podemos
evidenciar no nosso estudo, onde o aumento na proporcéo do adjuvante favorece as
caracteristicas macroscopicas do pd. A diminuicdo na concentracdo de
maltodextrina resulta, portanto, em p6s mais higroscopicos. Isso se deve ao fato de
a maltodextrina ser um material de baixa higroscopicidade, reduzindo assim a
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higroscopicidade de produtos desidratados em spray dryer, o que confirma a sua
eficiéncia como agente encapsulante.

Tonon et al. (2009) e Rodriguez-Hernandez et al. (2005) observaram que os
pds menos higroscopicos foram aqueles obtidos com as maiores concentracdes de
maltodextrina. Um teor alto de higroscopicidade nédo afeta apenas o rendimento do
processo (ja que dificulta a coleta do material), mas também compromete a
estabilidade microbiologica do produto final.

A perda de material aderido as paredes do spray drying esta relacionada ao
fendbmeno de transicdo vitrea. A temperatura de transi¢ao vitrea (Tg), assim como a
alta higroscopicidade de produtos em p6 amorfos estdo relacionados ao problema
de stickness (RODRIGO, 2012). Wirjantoro e Phianmongkhol (2009) relataram em
seus estudos que uma temperatura do ar de saida inferior a 60 °C nédo seria eficaz
para produzir um pd seco, e que temperaturas de saida acima de 90 °C iriam
produzir um pé de menor qualidade. Contudo, em nossos estudos, temperaturas
mais amenas garantiram sim uma qualidade ao produto final. Yang (2010) relata que
variacbes nos resultados entre os estudos, mesmo quando 0os mesmo parametros
de secagem séo aplicados, justificam-se pelo uso de diferentes cepas e diferentes
matrizes encapsulantes.

Diante deste resultado, realizou-se uma secagem no ponto extremo do
planejamento (temperatura de 70 °C e 25 % de maltodextrina), visando determinar
se nesta condicdo de secagem seria obtido um p6 com concentracdo de células
viaveis e caracteristicas macroscoépicas adequadas. O aspecto macroscoépico do

produto obtido pode ser vizualizado na Figura 16.
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Figura 16- Aspecto macroscépico do produto formado utilizando uma
concentracio de maltodextrina de 25 % (m/v) e temperatura de 70 °C.

Az

Fonte: A autora

O p6 obtido se apresentou na forma de um granulado fino e de facil coleta das
paredes do ciclone e do vaso coletor, com uma concentracédo de células viaveis de
1,12 x 10 UFC/g.  Diante desses resultados positivos, foi escolhida esta condicdo
de secagem para a obtengéo do produto probiético em po.

A alta concentracao de células viaveis apresentadas no presente estudo pode
ser justificada pela incorporacdo em maior quantidade da maltodextrina, assim como
a diminuicdo da temperatura do ar de entrada, 0 que consequentemente acarretou
na diminuigéo da temperatura do ar de saida.

O estresse ocasionado pelos processos térmicos afeta diretamente as
funcdes enzimaticas, necessarias para manutencdo da viabilidade (YANG et al.,
2012). Além disso, a utilizacdo de temperaturas elevadas pode formar poros nas
membranas, fazendo com que substéncias intracelulares vazem (CORCORAN et al.,
2004; GARDINER et al., 2000.), e que ocorra desnaturacédo das proteinas (MENG et
al., 2008). No entanto, a incorporacdo de adjuvantes preserva a integridade das
membranas celulares.

Ivanovska et al. (2012), quando investigaram a secagem de células de L.
casei encapsuladas com alginato e frutooligossacarideos utilizando uma temperatura
de entrada de 120 °C e temperatura de saida de 60 °C, obtiveram uma reducéo de

aproximadamente 1 ciclo logaritmico.
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Sunn-yroberts e Knorr (2009) relataram que a sobrevivéncia de L. rhamnosus
apos spray drying foi inversamente proporcional a temperatura de saida.

Ying (2012), analisando o efeito da encapsulacdo de L. rhamnosus GG
utilizado preparagdbes WPl e maltodextrina (1:2) e WPI, maltodextrina e glicose
(1:1:1), observaram uma inativacdo de aproximadamente 0,5 log;o UFC/g.semana e
0,3 logi0 UFC/g.semana, respectivamente.

Segundo Kitamura et al. (2009), durante a secagem de alimentos liquidos,
ingredientes funcionais sao usualmente degradados em temperaturas acima de 120
°C. Almeida (2012), em estudos de desidratacdo de suco de abacaxi contendo L.
casei NRRL B-442 por spray dryer, verificou que o uso de temperaturas mais baixas
(100 °C) e a aplicagéo de tratamento térmico no suco favoreciam a sobrevivéncia do
micro-organismo.

Outro fator que pode ter contribuido para a alta concentracdo de células
viaveis obtida no pé apdés a secagem por spray dryer foi o meio de cultura
empregado no processo fermentativo, que apresenta grande carga protéica.
Proteinas contidas na solucdo alimentadora criam uma interface entre o nucleo e o
ar durante a atomizacdo, ocorrendo a desnaturacdo protéica e formando uma
barreira protetora. Isto resulta no aumento da rigidez da microcapsula, formando
uma barreira contra o contato com a agua e o oxigénio, que sao prejudiciais para a
viabilidade dos probiéticos (WANG et al., 2010).

Dessa forma, o uso de baixas temperaturas de ar de entrada e,
conseqguentemente, baixas temperaturas de ar de saida, aliadas a maiores

concentragcdes de maltodextrina, favorecem a viabilidade de L. casei.

5.4. CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS

A caracterizacdo ao que cerne a rehidratacéo do p6 foi obtida pela medida da
solubilidade e molhabilidade. As microcapsulas apresentaram uma solubilidade de
97,03 £ 0,04 %, enquanto que a molhabilidade foi de 100% em apenas 1,16 minutos.

O teste de molhabilidade é largamente utilizado pela industria (BEDDOW,
1980). E um ensaio simples que fornece um parametro do tempo necessério para
gue o produto em po seja absorvido pelo liquido. O teste efetuado demonstrou que o

probidtico em pd possui reduzido tempo de molhabilidade. O tempo maximo para o
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produto molhar € uma escolha arbitraria, porém se 90% do produto mergulhar no
liguido em 5 minutos, ja se considera um bom resultado. Dessa forma, observa-se
gue o po obtido neste trabalho esta bem abaixo deste limite.

Este resultado pode ser justificado pela baixa temperatura utilizada para
formacdo do pd, jA que com a aplicacdo de altas temperaturas de secagem €
formada uma rigida camada na superficie da microcapsula, impedindo a difusividade
das moléculas de agua através destas e reduzindo assim a dissolucdo do po
(CHEGENI; GHOBADIAN, 2005).

Outro parametro importante na caracterizagdo de um produto em po refere-se
a sua atividade de agua. Esta afeta a capacidade de processamento, propriedades
de manuseamento e estabilidade do p6 (ROSS, 2002). O p6 obtido no presente
estudo apresentou uma atividade de agua de 0,14 + 0,0

Santivarangkna et al. (2008) concluiram que, a fim de manter a viabilidade
dos poOs probidticos, a atividade de agua deveria ser mantida a menor possivel,
enguanto que Yang (2010) mostrou que a viabilidade celular diminui com o aumento
da Aw. Uma taxa de Aw alta ocasiona um aumento da mortalidade dos micro-
organismos probiéticos durante o armazenamento, uma vez que propicia o0
crescimento de outros micro-organismos, assim como reac¢des quimicas
indesejaveis (CHAVEZ; LEDEBOER, 2007; WANG et al., 2004; YING et al., 2010).

A baixa mobilidade molecular da agua contribui para a estabilizacdo de
sistemas biologicos durante o armazenamento a longo prazo (BUITINK et al., 2000).
A atividade de agua e presenca de oxigénio séo fatores que afetam a viabilidade dos
probidticos durante o armazenamento (ANAL; SINGH, 2007; WEINBRECK et al.,
2010).

Foi relatado que uma Aw menor que 0,3 (teor de umidade inferior a 5 %) é
essencial para uma boa sobrevivéncia dos probiéticos durante o armazenamento
(CHAVEZ; LEDEBOER, 2007). De acordo com KOC et al. (2010) e KUMAR;
MISHRA (2004), a Aw deve estar entre 0,11-0,23 para a maioria das espécies de
Lactobacillus. Portanto, o valor de Aw observado no presente estudo encontra-se
adequado para um po probiotico de L. casei.

Em relacdo a higroscopicidade, foi obtido um valor de 35,20 g H,0O/100g.
Tonon et al. (2009), avaliando o processo de secagem por spray drying utilizando
uma temperatura do ar de entrada de 138 °C e uma concentracdo de maltodextrina

de 20 %, obtiveram valores de higroscopicidade abaixo de 16 g H,O/100g. Cai e
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Corke (2000) observaram em seus estudos que a maltodextrina resultou em uma
diminuicao de 50 % de higroscopicidade da betacianina em relacdo a amostra sem a
adicdo deste agente. A temperatura de secagem tem efeito significativo sobre as
propriedades finais do pd, onde a reducdo da temperatura leva a obtencdo de
particulas menos higroscépicas (Tonon et al., 2008).

Um fator que esta intimamente relacionado a higroscopicidade € a umidade.
Particulas com baixo teor de umidade possuem alta higroscopicidade devido a sua
grande capacidade de absorver umidade do ambiente, o que esta relacionado com o
gradiente de pressao de vapor entre as microcapsulas e o ar ambiente. No presente
estudo, as microcapsulas apresentaram umidade de 4,80 + 0,43 %.

Segundo GARDINER et al. (2000) e MENG et al. (2008), é necessaria uma
umidade residual de 4 % ou menos para o armazenamento prolongado de pés
contendo probidticos (ZAYED; ROQOS, 2004). A oxidacdo dos acidos graxos das
membranas de células bacterianas € acelerada pelo aumento da umidade relativa, e
a combinacao de agentes encapsulantes é uma estratégia eficaz para a preservacao
dos micro-organismos probiéticos (CASTRO et al., 1995).

Um aumento na umidade relativa do ar pode levar ainda a problemas de
aglomeracdo (ANEKELLA, 2011). Em estudo da secagem de duas estirpes de L.
kefir, foi demonstrado que a sobrevivéncia bacteriana foi significativamente maior
sob condic¢des de baixa umidade (GOLOWCZYC et al., 2010).

5.4.1. ANALISE TERMICA DAS MICROCAPSULAS

Andlise térmica € um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacéo, é
monitorada em fung¢do do tempo ou temperatura. S&o utilizadas para caracterizar a
decomposicdo e estabilidade térmica dos materiais, bem como para examinar as
cinéticas dos processos fisico-quimicos que ocorram na amostra.

Dentre as técnicas empregadas temos a TGA (Analise Termogravimétrica),
DTA (Andlise Térmica Diferencial) e DSC (Calorimetria Exploratéria Diferencial). As
Figuras 17A e 17B mostram os resultados das analises de TGA, DTA e DSC para as

amostras das microcpsulas e da maltodextrina.



Figura 17- Valores de TGA, DTA e DSC para microcapsulas de L. casei (A) e
maltodextrina (B) (secagem de microcapsulas de L. casei por spray drying a 70
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Figura 17- (Continuagéo) Valores de TGA, DTA e DSC para microcapsulas de L.
casei (A) e maltodextrina (B) (secagem de microcapsulas de L. casei por spray
drying a 70 °C e concentracdo de maltodextrina de 25 % (m/v)
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Analisando a linha do DTA da amostra das microcdpsulas notamos uma
reacdo endotérmica no inicio do aumento da temperatura, o que representa a perda
de agua adsorvida na amostra das microcapsulas. O mesmo perfil pode ser
observado na analise da maltodextrina, porém neste caso a perda de agua ocorre
em um processo mais acentuado e longo. Este comportamento é previsto, pois a
amostra de maltodextrina possivelmente contém mais agua ndo ligada que a
amostra das microcpsulas, visto que ndo passou pelo processo de secagem em
spray.

A 125 °C a amostra das microcapsulas apresenta uma variagdo na sua
capacidade calorifica, sendo observada mais uma reacdo de absorcao de calor
acima de 150 °C. Comparando com a DTA da maltodextrina, vemos que essa possui
uma variagdo da capacidade calorifica em uma temperatura mais alta (em torno dos

160 °C), e outro pico endotérmico apenas apos 200 °C. Esta provavelmente é a
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temperatura na qual a maltodextrina inicia o processo de formacao de produtos
carbonaceos (cinzas).

Produtos alimenticios em pdé que venham a conter carboidratos amorfos
podem passar por mudancas fisicas que estdo diretamente ligadas a temperatura de
transicdo vitrea (Tg), como em processos de pegajosidade e compactagdo durante a
estocagem (ROOQOS, 2010). A temperatura de transicdo vitrea é considerada como
uma temperatura de referéncia, onde abaixo desta o alimento é mais estavel. A
diferenca entre a Tg e a temperatura de estocagem é a responsavel pelo controle
das taxas de mudangas fisico-quimicas e biologicas (JULIANO; BARBOSA -
CANOVAS, 2010). Estudos indicam que a utilizacdo de maltodextrina como agente
encapsulante pode aumentar a Tg de microcdpsulas de bactérias do género
Lactobacillus (YANG et al., 2012).

A anadlise de DSC permitiu medir a variagdo de entalpia das amostras em
funcdo da temperatura. O grafico DSC das microcdpsulas apresentou duas
transformacdes de segunda ordem. A Temperatura de Transicdo Vitrea (TQ)
observada foi de 56 °C, sendo percebida no grafico pela mudanca na linha de base.
Este resultado é vantajoso em se tratando da amostra do probiético em po, ja que a
amostra teria sua atividade biolégica preservada em temperaturas inferiores. Em
torno de 40 °C temos uma deflex&o inicial dos valores de DSC na amostra das
microcapsulas, sendo proporcional a capacidade calorifica desta.

A 140 °C ocorre a transicao vitrea da fase amorfa contida nas microcéapsulas
e fusdo da fase cristalina, em dois pontos representados pelas duas quedas
consecutivas no grafico (em azul). Essa diferenca encontrada na amostra pode estar
relacionada a ndo homogeneidade dos pos, onde possivelmente ha material
biol6égico ndo microencapsulado. A area do pico endotérmico ocorrido a 140 °C
corresponde ao calor de fusdo das microcipsulas durante o processo de mudanca
de fase, o que demonstra que as microcapsulas apresentam boa resisténcia a altas
temperaturas. Acima de 200 °C temos um indicativo do inicio da degradacédo
oxidativa; contudo, sdo observadas interferéncias, sendo estas causadas pelo
rompimento dos cadinhos. Isto ocorre porque quando € atingida a temperatura de
200 °C, o material se expande causando falsos picos nos graficos. Contudo,
avaliamos que a 160 °C j4 é iniciada a decomposi¢cdo das microcapsulas, resultado
gue esta de acordo com HAINES (1995).
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A curva de TGA para a amostra das microcapsulas mostra uma curva tipica
de perda de massa. O resultado indica que até 160 °C a amostra continha relativo
baixo teor de matéria organica, sendo que a partir desta temperatura a amostra
degradou-se rapidamente durante o aquecimento. N&o foi possivel caracterizar toda
a perda de massa organica, ja que a partir de 200 °C, como mencionado
anteriormente, ocorre o rompimento do cadinho.

O resultado de DSC para a amostra de maltodextrina mostra que ocorre um
inicio de decomposicdo em torno de 215 °C, o que indica que ndo houve formacgéo
de outro material até esta temperatura. A 175 °C é observado um pico endotérmico,
com fusdo da fase cristalina da maltodextrina, que € o ponto da mudanca de fase.
Como visto também nas microcapsulas, a temperaturas acima de 200 °C ocorre 0
inicio da decomposicdo do material. Segundo Elnaggar (2010), ap6s aquecimento
de uma amostra de maltodextrina em p6é até 220 °C, foi observada uma
carbonizacdo sem fusdo, o que correlata com a observacdo de degradacdo da

amostra a partir de 200 °C.
5.4.2. VIDA DE PRATELEIRA- (SHELF LIFE)

Foi avaliada a estabilidade dos pds durante um periodo de estocagem de 60
dias (shelf life), sob diferentes condicbes de temperatura (temperatura ambiente + 30
°C; temperatura de — 8°C e 4°C). Todas as analises partiram de uma amostra de
contagem inicial de 1,12 x 10*° UFC/g. Os resultados estdo apresentados na Figura
18.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elnaggar%20YS%5Bauth%5D
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Figura 18- Avaliacéo do tempo de armazenamento sobre a viabilidade celular de
microcapsulas de L. casei por um periodo de 60 dias.
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A amostra que foi armazenada a temperatura ambiente apresentou
viabilidade nula desde a contagem inicial, e por esta razdo ndo esta representada na
Figura 18. Notamos que a baixa temperatura garantiu a manutencdo da viabilidade
das células, mantendo ao final de 60 dias uma concentracéo celular elevada (> 10®
UFC/g).

Para alimentos contendo probidticos, o produto final deve ter vida média
variando de 15 a 30 dias, permanecendo com namero elevado de células viaveis (>
10° UFC/mL) durante a vida de prateleira (BRASIL, 2000; TRABULSI; SAMPAIO,
2000).

Estudos demonstraram que a temperatura € critica para a sobrevivéncia

microbiana durante o armazenamento, e maiores taxas de sobrevida sao obtidas em
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baixas temperaturas de armazenamento (JOHNSON; ETZEL, 1993; GARDINER et
al., 2000), o que corrobora com os presentes resultados, onde 0 armazenamento
refrigerado garantiu a manutencdo da viabilidade celular das culturas em pé secas
por spray drying ao longo do tempo.

Os resultados podem ser comparados com os encontrados por SIMPSON et
al. (2005), que avaliaram a viabilidade de 12 espécies de Bifidobacterium
microencapsuladas por spray drying, com leite desnatado reconstituido com e sem
adicdo de goma ardbica. Os autores relataram que todas as amostras apresentaram
contagens de células viaveis maiores de que 6 log UFC/g ap6s 90 dias de
estocagem a 4°C.

CSU et al. (2007) observaram a manutencao da viabilidade de L. acidophilus
microencapsulado por spray drying com maltodextrina e goma arabica. A viabilidade
celular esteve acima de 7 log UFC/g durante cinco semanas de armazenamento a 4
°C.

Teanpaisan et al. (2012) demonstraram que a viabilidade celular de L.
paracasei SD1 armazenado em temperatura de 4 °C por 6 meses foi maxima,
enquanto que as taxas de sobrevivéncia eram préoximas a 0% quando a temperatura
de estocagem era de 25 °C.

Em seus estudos, Hsiao et al. (2004) demonstraram que o armazenamento de
culturas probidticas secas em frascos de vidro a baixas temperaturas (4 °C) pode
aumentar a sua vida Util.

Inimeros sé@o os trabalhos que indicam que para uma manutencdo da
viabilidade de amostras probidticas secas em spray drying, temperaturas mais
baixas de armazenamento sdo indicadas. Um outro fator que pode ter beneficiado a
manutencdo da viabilidade das células contidas nos pos foi o tipo de recipiente em
que as amostras foram armazenadas. O armazenamento em frasco de vidro diminui
a permeabilidade ao oxigénio, minimizando a taxa de mortalidade das células
durante o armazenamento (SHAH, 2000).

Estudos mostraram que o0s probidticos secos por spray drying tém um
armazenamento estavel de pelo menos 30 dias, em condicBes favoraveis de
armazenamento (GARDINER et al., 2000; KEARNEY et al., 2009; SIMPSON et al.,
2005; WANG et al., 2004). A legislacdo brasileira afirma que a quantidade minima
vidvel para os probiéticos deve estar situada na faixa de 10° a 10° UFC (BRASIL,

2008). Portanto, o po6 obtido enquadra-se na legislacao.
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5.4.3. ANALISE MICROSCOPICA

Analisando-se a Figura 19, observa-se que o p6 é formado por particulas
esféricas, homogéneas e com superficie uniforme. As esferas apresentam, em sua
maioria, superficie lisa, havendo algumas microcapsulas com leve rugosidade
superficial e poucas estruturas nao encapsuladas.

Também foi observado que as microesferas apresentaram variedade de
tamanho, o que € uma caracteristica tipica de particulas produzidas por spray
drying. Caracteristicas morfolégicas similares foram encontradas por Tonon, Grosso
e Hubinger (2011).

Figura 19- Microscopia Optica das microcapsulas.
(A) aumento de x400 (B) aumento de x1000

x400

Fonte: A autora
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Arshady (1993) relata que a influéncia do tamanho da microcapsula sobre a
estabilidade ndo é totalmente elucidada, embora alguns estudos estabelecam que
haja um tamanho 6timo que pode estar relacionado com a diminuicdo da
estabilidade, devido a um maior grau de imperfeicdo. Particulas menores e mais
uniformes sdo mais indicadas para manutencdo da viabilidade durante o
armazenamento (ANEKELLA, 2011).



84

6. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o soro de leite € um subproduto com
potencial a ser utilizado no cultivo de L. casei, permitindo uma elevada producao de
células e sendo uma opcéao de baixo custo quando comparado aos meios sintéticos.

O meio a base de soro de leite suplementado com 20 g/L de glicose se
apresentou adequado para o crescimento de células de L. casei. A utilizacdo deste
meio de cultivo é uma forma de diminuir o impacto ambiental gerado pelo descarte
deste residuo, assim como resulta numa diminuicAo dos custos do processo
fermentativo.

Os planejamentos experimentais permitiram determinar as melhores faixas de
operacéao do spray dryer em termos da temperatura de entrada do ar e concentracao
de maltodextrina. Foi analisado a existéncia de correlacdo entre uma maior
concentracdo de maltodextrina e diminuicdo de temperatura de ar de entrada,
resultando em um poé com boas caracteristicas macroscopicas e elevada
concentracéo de células viaveis (> 10'° UFC/g).

A maltodextrina mostrou-se como um eficiente adjuvante de secagem,
conferindo as microcépsulas boas caracteristicas fisicas e bioldgicas.

A técnica de secagem por spray drying conferiu as microcapsulas
caracteristicas de umidade, molhabilidade e higroscopicidade satisfatérias, o que
influenciou na estocagem das microcapsulas. Em um periodo de 60 dias sob
refrigeracdo, as células mantiveram-se viaveis, com elevada concentracao celular (>
10® UFC/g).

A andlise térmica do material indicou uma temperatura de transicdo vitrea
(Tg) acima da temperatura de armazenamento, 0 que garante a cristalizagdo das
microcapsulas.

As microcapsulas formadas revelaram-se na microscopia Optica como
particulas esféricas, de superficie pouco rugosa e homogénea.

Os resultados mostram que a microencapsulacdo de células de L. casei
utilizando a maltodextrina como agente encapsulante pode ser um meio alternativo

para a obtencdo de um produto probidtico em po a ser incorporado em alimentos.
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