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RESUMO

Probidticos sao microorganismos vivos que quando ingeridos em
quantidades adequadas, promovem beneficios a salde do hospedeiro por meio do
balanceamento da microbiota intestinal. Entre os microrganismos que sao
considerados como probiodticos destaca-se Bifidobacterium animalis subspécie
lactis. O objetivo do presente trabalho foi cultivar células de B. lactis e avaliar a
tolerancia das células livres e encapsuladas a fluidos simulados do trato
gastrointestinal. Inicialmente, foram realizadas fermentacoes em meio caldo MRS
(cultivos estacionario ou agitado; concentracoes de indculo de 1 e 5% v/v). A
melhor condicao de producao de células obtida neste ensaio foi utilizada para a
fermentacao em meio a base de soro de leite nas condicées de 40%, 70% e 100%
(v/v). Em seguida, as células foram submetidas a dois processos de encapsulacao:
imobilizacao por oclusao utilizando alginato de calcio (1% p/v) na proporcao
células/alginato 1:4; e encapsulacao em lipossomas contendo lecitina de soja como
lipidio. Testes em condicdes simuladas do trato gastrointestinal em diferentes
condicOes de pH e contendo pepsina, pancreatina e bile foram realizados com as
células livres e encapsuladas em lipossomas. O melhor resultado de crescimento
celular em caldo MRS foi observado na condicao de 5% de inéculo a 50 rpm,
enquanto que a melhor condicao de fermentacao em soro de leite foi obtida para
100% de concentracao volumétrica de soro. O encapsulamento em alginato de
calcio demonstrou que a concentracdo de células vidveis diminui de 2,20 x 108
UFC/mL na suspensdo células/alginato para 8,30 x 10° UFC/g nas microcapsulas.
Apos 20 dias, ocorre perda total da viabilidade das células encapsuladas. O
processo de encapsulacao em lipossomas foi mais eficiente, atingindo uma
concentracdo de células viaveis na suspensdo lipossomal de 1,5 x 10® UFC/mL. Os
testes de simulacdao em condicoes do trato gastrointestinal com as células
encapsuladas sugerem que no primeiro estagio (presenca de pepsina a pH 2,0) as
células ficam em estado de laténcia apds exposicao por 2 h, ndo sendo detectada
viabilidade celular. Apo6s os estagios sucessivos na presenca de pancreatina e bile
(pH 8,0), ocorre uma pequena recuperacao da viabilidade apds um periodo total de

ensaio de 6 h.



Palavras-Chave: Alginato de calcio. B. lactis. Encapsulacao. Lipossomas.
Probioticos. Tolerancia.
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INTRODUCAO

CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Atualmente os consumidores estao cada vez mais interessados em alimentos
que tragam uma nutricao equilibrada e sejam capazes de prevenir certas doencas.
Neste contexto, destacam-se os alimentos funcionais, estando entre eles os
probidticos. Probidticos podem ser definidos como microrganismos vivos, presentes
em certas concentracoes nos alimentos, que, quando ingeridos, exercem efeitos
benéficos a saude do hospedeiro (Madureira et al. 2005). Entre as bactérias
probidticas estao as do género Bifidobaterium, sendo que a espécie B. Lactis € uma
das mais utilizadas em produtos alimenticios.

Quando expostas ao suco gastrico, enzimas digestivas e sais biliares, as
bactérias probioticas podem perder a sua viabilidade. Isto porque o baixo pH do
estdmago e a acao antimicrobiana da pepsina sao conhecidos por proporcionar um
efeito barreira contra a entrada de bactérias no trato gastrointestinal (TGI). Neste
contexto, uma das formas mais utilizadas para proteger essas bactérias durante a
passagem pelo TGl é a encapsulacao.

A técnica de encapsulacao é, de modo geral, definida como o processo de
revestimento de particulas muito pequenas possibilitando a utilizacao destas em
ampla variedade de formas e produtos (LORENZ, 2009). Varios materiais
encapsulantes e metodologias tém sido utilizados com sucesso no processo de
microencapsulacao. Dentre estes, o alginato de sodio se destaca pela sua facilidade
de manuseio, sua natureza nao-toxica e seu baixo custo (SULTANA et al., 2000).

Lipossomas ou vesiculas fosfolipidicas sao vesiculas esféricas, constituidas de
uma ou varias bicamadas concéntricas de fosfolipidios que isolam um ou varios
compartimentos aquosos internos do meio externo (FREZARD et al., 2005). Os
lipossomas sao estruturas Uteis para o transporte de varias substancias,
especialmente drogas. Podem também carrear microrganismos, embora sua

aplicacao no uso de encapsulacao de probidticos ainda seja restrita.
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O presente trabalho foi desenvolvido visando a producao de B. lactis por
fermentacao, avaliacao da encapsulacao das células em alginato de calcio e
lipossomas e realizacao de testes in vitro das células livres e encapsuladas em

fluidos simulados do trato gastrointestinal.

MARCO TEORICO

Probiodticos

Hoje em dia, os alimentos nao sao mais vistos apenas como uma forma de
saciar a fome, mas sim como a base para a prevencao de doencas causadas por uma
dieta deficiente de nutrientes essenciais. Neste contexto, a busca por parte dos
consumidores dos efeitos benéficos para a salde proporcionados pelos alimentos
vai além dos nutrientes que eles trazem, entrando em cena os chamados alimentos
funcionais. Dentre estes, destacam-se os alimentos probioticos.

O termo “probiodtico”, de origem grega, significa “para a vida”. FULLER
(1989) definiu probidticos como sendo “suplementos alimentares a base de
microrganismos vivos, que afetam beneficamente o hospedeiro, promovendo o
equilibrio de sua microbiota intestinal”. Diversas outras definicoes de probidticos
foram publicadas nos Ultimos anos. Entretanto, a definicdo atualmente aceita
internacionalmente é que eles sao microrganismos vivos, administrados em
quantidades adequadas, que conferem beneficios a saude do hospedeiro (SANDER,
2003).

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2008), os alimentos com alegacao de propriedade
funcional e/ou de saude no Brasil sdao licopeno, acidos graxos omega 3, luteina,
fibras alimentares, zeaxantina, beta glucana, dextrina resistente,
frutooligosacarideo, goma guar parcialmente hidrolisada, inulina, lactulose,
polidextrose, psillium, quitosana, fitoesterdis, manitol, xilitol, sorbitol, proteina de
soja e os probiodticos. A quantidade minima viavel para os probioticos deve estar
situada na faixa de 10® a 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) na
recomendacao diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacao do
fabricante. Valores menores podem ser aceitos, desde que a empresa comprove sua

eficacia.
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Os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestao de culturas
probidticas sao: controle da microbiota intestinal; estabilizacao da microbiota
intestinal apds o uso de antibidticos; promocao da resisténcia gastrintestinal a
colonizacao por patdgenos; diminuicao da populacao de patdgenos através da
producao de acidos acético e latico, de bacteriocinas e de outros compostos
antimicrobianos; promocao da digestao da lactose em individuos intolerantes a este
acucar; estimulacao do sistema imune; alivio da constipacao; aumento da absorcao
de minerais e producao de vitaminas. Embora ainda nao comprovados, outros
efeitos atribuidos a essas culturas sao a diminuicao do risco de cancer de célon e
de doenca cardiovascular (SAAD, 2006).

A importancia dos probioticos na salde do individuo, desde o periodo
neonatal até a vida adulta, tem sido muito discutida na literatura. Eles favorecem
a presenca de bactérias benéficas ao organismo e diminuem a concentracao de
microorganismos indesejaveis, apresentando também funcbes nutricionais e
imunomoduladoras (MORAES e COLLA, 2006). A importancia de manter uma
microbiota intestinal saudavel implica-se no fato de evitar uma série de doencas
como sindrome do intestino irritavel (que causa a prisao de ventre), diarréia,
infeccoes e inflamacdes no trato gastrointestinal.

Muitos probidticos sao estaveis somente por periodos limitados, ou seja, o
tempo entre a fabricacdo e a ingestao deve ser muito curto, e devem ser
armazenados em geladeira. Os principais veiculos sao os produtos lacteos como os
iogurtes, leites fermentados e formulas lacteas infantis. Existem também os que
sao comercializados em capsulas ou em pos, sendo esses mais estaveis, podendo
ser armazenados em prateleiras e diluidos em liquidos. Quando os probi6ticos sao
expostos ao calor ou oxigénio pode ocorrer destruicao das bactérias (VARAVALLO et
al., 2008).

Bifidobacterium sp. como agente probiético em alimentos

Bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium sao algumas das mais
freqlientemente empregadas como suplementos probidticos para alimentos, uma
vez que elas tém sido isoladas de todas as porcoes do trato gastrintestinal do

humano saudavel. O colon parece ser o local de preferéncia para colonizacao
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intestinal das bifidobactérias (CHARTERIS et al., 1998; BIELECKA et al., 2002 apud
SAAD, 2006).

Estes microrganismos, além de nao apresentarem nenhuma patogenicidade,
caracterizam-se pelo fato de serem algumas das primeiras bactérias a colonizarem
o intestino do ser humano apods o nascimento, e por isso sao encontradas em maior
numero nos recém nascidos (CHEN e WALKER, 2005).

As bifidobactérias foram isoladas e descritas pela primeira vez por Tissier,
em 1899, sendo denominadas de Bacillus bifidus communis. O género
Bifidobacterium sp. foi proposto originalmente por Orla-Jensen, em 1924, mas
somente em 1986 foi aceito e reconhecido como um género independente, na
oitava edicao do Manual Bergey’s (TESHIMA, 2001 apud MAZO, 2009). Em geral,
caracterizam-se por serem microrganismos gram-positivos, nao formadores de
esporos, desprovidos de flagelos, catalase-negativos e anaerdbios, podendo
apresentar formas variadas que incluem bacilos curtos e curvados a bacilos
bifurcados (GOMES e MALCATA, 1999). A Figura 1 ilustra o aspecto morfologico de

B. lactis.

Figura 1 - Aspecto morfoldgico de B. lactis (Fonte:

http://www.beactiviahealth.com/html_cap/activia.html)

A temperatura 6tima de crescimento das bactérias bifidas abrange de 37°C a
41°C, nao havendo crescimento em temperaturas abaixo de 25-28°C e acima de
43°-45°C. O pH 6timo de crescimento compreende a faixa de 6,0 a 7,0, nao
ocorrendo crescimento abaixo de 4,5 a 5,0 ou acima de 8,0 a 8,5 (SCARDOVI, 1986).
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As bifidobactérias sao altamente susceptiveis ao oxigénio, embora essa
tolerancia dependa da espécie. O oxigénio pode afetar esses organismos pela sua
toxicidade as células e pela producao de perdxido de hidrogénio (SHIMAMURA et
al., 1992). As bifidobactérias mais estudadas e utilizadas como probioticos sao das
espécies B. bifidum, B. breve, B. lactis e B. longum.

Entre as espécies de bifidobactérias, é relatado que as estirpes de B.
animalis subspécie lactis apresentam elevada tolerancia ao oxigénio, o que lhes
permite atingir um elevado nimero de produtos comerciais em condicdes nao-
anaerobias. Devido a isso, as cepas de B. lactis sao freqiientemente aplicadas em
produtos lacteos probioticos, suplementos alimentares e em preparacoes
farmacéuticas (PRASAD et al., 1998).

Muitos trabalhos indicam que a sobrevivéncia destas bactérias probiéticas no
trato gastrointestinal humano é questionavel, pois sao sensiveis a elevada acidez. A
obtencao de probiodticos com células que resistam a passagem por essa barreira €,
portanto, uma abordagem de grande interesse do ponto de vista nutricional e
tecnologico (KAILASAPATHY, 2002), sendo necessaria a busca por métodos que
possam proteger a integridade da célula, sendo um deles a microencapsulacao
(LISERRE, 2005).

Microencapsulacao de microrganismos probiéticos

No inicio dos anos 70, Todd definiu microencapsulacao como a tecnologia de
empacotamento com finas coberturas poliméricas aplicaveis em solidos, goticulas
de liquidos ou material gasoso, formando pequenas particulas denominadas
microcapsulas, que podem liberar seu contelddo sob velocidade e condicoes
especificas (FAVARO-TRINDADE et al., 2008). De acordo com SHAHIDI e HAN (1993),
as microcapsulas tém a capacidade de modificar e melhorar a aparéncia e as
propriedades de uma substancia. Esses autores compilaram os seguintes motivos
para o uso da microencapsulacao na industria alimenticia: (i) reduzir a reatividade
do material de nicleo com o ambiente; (ii) diminuir a velocidade de evaporacao ou
de transferéncia do material de nlcleo para o meio; (iii) facilitar a manipulacao do
material encapsulado; (iv) promover liberacao controlada; (v) mascarar sabor e

odor desagradaveis; e (vi) promover a diluicao homogénea do material encapsulado
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em uma formulacao alimenticia. Dentro destas necessidades, o conceito de
liberacao controlada tem sido cada vez mais solicitado (GOUIN, 2004).
A microencapsulacao € uma alternativa eficiente para a protecao de

microrganismos probidticos. As principais vantagens do processo incluem:

melhor controle das propriedades e da qualidade do produto;

possibilidade de utilizar produtos sensiveis ao calor;

os produtos podem ser secos a pressao atmosférica e baixas temperaturas;

possibilidade de producoes em larga escala em operacao continua com
equipamento simples;

- obtencao de particulas relativamente uniformes e esféricas;

- boa eficiéncia e baixo custo do processo;

- pode suprimir ou atenuar flavors indesejaveis;

- aumento da estabilidade em condicées ambientais adversas como a presenca de
luz, oxigénio e pH extremos.

Existem varias técnicas que podem ser utilizadas para a microencapsulacao,
sendo que a selecao do método é dependente da aplicacao que sera dada a
microcapsula, do tamanho desejado, do mecanismo de liberacao e das
propriedades fisico-quimicas, tanto do material ativo, quanto do agente
encapsulante. Dentre os métodos utilizados podemos citar a atomizacao por spray-
drying, emulsificacao, revestimento e extrusao (BURGAIN et al., 2011). Outras
técnicas também podem ser utilizadas, tais como a encapsulacao por inclusao
molecular, coacervacao, co-cristalizacao e lipossomas. Estas técnicas sao de uso
limitado pelo seu alto custo ou pelo fato de que as células bacterianas possuem
muitas vezes um tamanho maior do que o tamanho da particula formada
(CHAMPAGNE e KAILASAPATHY, 2008).

As microcapsulas de bactérias probidticas também podem ser designadas
para a ruptura em areas especificas do corpo, como por exemplo, o intestino.
Desta forma, um revestimento capaz de resistir as condicoes acidas pode ser usado,
permitindo que os ingredientes ativos consigam passar pelo estomago (STEVENS,
2005 apud LORENZ, 2009). Novas técnicas de microencapsulacao estdo sendo
desenvolvidas para preservar a sobrevivéncia dos microorganismos ao atravessar o
estomago e duodeno, pois eles precisam resistir ao poder bactericida do suco

gastrico e da bile, respectivamente.
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Muitos materiais podem ser utilizados como cobertura para as microcapsulas,
dentre eles: goma arabica, agar, alginato e carragena; os carboidratos como
amido, amidos modificados, dextrinas e sacarose; as celuloses como
carboximetilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose; os lipidios como parafina, mono
e diacilglicerois, 6leos e gorduras; os materiais inorganicos como sulfato de calcio e
silicatos; e as proteinas do gliten, caseina, gelatina e albumina (JACKSON e LEE,
1991).

Para o encapsulamento de células bacterianas viaveis, os materiais utilizados
como excipientes devem ser suaves e nao-toxicos. A técnica de microencapsulacao
ou imobilizacdo pode conferir uma protecao as bifidobactérias sensiveis ao pH
acido e também aumentar sua sobrevivéncia durante a vida de prateleira do
produto, assim como durante a sua passagem pelo trato gastrintestinal.

Dentre os métodos de encapsulacao, o método por extrusao tem sido um dos
mais utilizados. Consiste na imobilizacao das células pelo uso de hidrocoldides
(alginato e carragena) como materiais encapsulantes. Esse método consiste na
preparacao de uma solucao de hidrocoldide adicionada de microrganismos, com
posterior extrusao da suspensao celular através de uma agulha de seringa. Desse
modo, formam-se goticulas que caem livres em uma solucao de endurecimento ou
banho de fixacdao. O veiculo mais utilizado para a técnica de imobilizacao € o
polissacarideo alginato de sédio, que forma um gel em contato com calcio e outros
cations multivalentes. As particulas de alginato sdao estaveis sob condicoes de baixo
pH (Krasaekoopt, Bhabdari, Deeth, 2003). De acordo com Krasaekoopt e
colaboradores (2003), trata-se de um método simples e de baixo custo, que nao
causa dano a célula probiotica, produzindo particulas com elevadas concentracoes
de células viaveis.

As vantagens da utilizacao do alginato incluem: a nao toxicidade, a
viabilidade das bactérias nao é afetada durante a vida Gtil dos encapsulados e a
reversibilidade de imobilizacao é facilmente conseguida por seqiiestro de ions
calcio, liberando assim as células presas (SHEU e MARSHALL, 1993; SHAH e RAVULA,
2000).

Lipossomas
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Os lipossomas sao particulas aproximadamente esféricas formadas por
bicamadas lipidicas que se organizam espontaneamente em estruturas fechadas do
tipo concha esférica, capazes de encapsular em seu interior substancias de diversas
naturezas. Podem ser preparados a partir de misturas lipidicas naturais extraidas e
purificadas, ou a partir de lipidios sintéticos disponiveis comercialmente (SANTOS e
CASTANHO, 2002).

A principal vantagem da utilizacao de lipossomas € a mimetizacao das
membranas celulares em propriedades e funcdes. Além disso, essas estruturas
possuem relativa facilidade de incorporacao de bioativos em geral,
independentemente da sua carga, massa molecular ou carater hidrofilico-
hidrofébico. Sao sistemas biodegradaveis, nao-toxicos e se encontram
relativamente bem caracterizados em termos de estrutura, estabilidade,
toxicidade e formas de administracao in vivo. A Figura 2 mostra a estrutura de um

lipossoma contendo um ingrediente ativo.

Figura 2 - llustracao de uma vesicula lipossomal contendo um ingrediente

ativo(Fonte: http://www.srbrasil.com/lipossomas.html)

Além de empregados como sistemas de liberacao controlada de farmacos, os
lipossomas encontram diversas outras aplicacdes, entre elas: uso em testes
diagnosticos, processos industriais, cosmética e dermocosmética, transfusdes
sangliineas, desintoxicacao através da utilizacdo de agentes quelantes,
regeneracao e hidratacdo do estrato corneo e epiderme, estabilizacdo de
fertilizantes e proteinas, indUstria alimenticia, quimica e téxtil e em processos de
catalise ou conversao de energia (CHANG, 1999; LASIC, 1998).
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Para muitas das aplicacoes dos lipossomas, torna-se importante o
entendimento de suas propriedades estruturais, especialmente em relacao ao seu
tamanho e numero de bicamadas. Podem ser classificados em vesiculas
unilamelares gigantes ou GUV (“giant unilamellar vesicles”), com dimensoes
superiores a 1 ym, podendo chegar a dezenas de um, em tamanho comparavel ao
de uma célula eucariota; vesiculas unilamelares grandes ou LUV (“large unilamellar
vesicles”), de diametro superior a 100 nm e vesiculas unilamelares pequenas ou
SUV (“small unilamellar vesicles”), com diametro entre 20 e 50 nm (SANTOS e
CASTANHO, 2002).

JUSTIFICATIVA

A producao e encapsulacao de Bifidobacterium lactis justificam-se pelas
vantagens e beneficios a salde que este microrganismo proporciona quando
incorporado a alimentos, constituindo mais uma alternativa para a indistria
alimenticia em relacao a producao de alimentos funcionais contendo probioticos.

Uma preocupacao pertinente em relacao a aplicacao de B. lactis como
probidtico € o fato de que condicoes extremamente acidas como as encontradas no
estomago podem diminuir significativamente o nimero de células probidticas
viaveis que chegam ao intestino.

Para tentar solucionar este problema, técnicas de microencapsulacao podem
ser utilizadas para melhorar a resisténcia das células ao passarem pelo trato
gastrintestinal, chegando na quantidade adequada em seu local de acao e com a
vantagem de liberar seu conteldo sob condicoes especificas. A microencapsulacao
também permite proteger as células contra condicoes ambientais adversas,
melhorando o tempo de prateleira do produto.

Diante da importancia dos probioticos para a saude, o presente trabalho visa
a producao e encapsulacao do Bifidobacterium lactis e a avaliacao de sua
tolerancia a fluidos simulados do trato gastrintestinal, podendo assim exercer seus

efeitos benéficos para a saude.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Cultivar células de Bifidobacterium lactis e avaliar sua tolerancia das células

livres e encapsuladas a fluidos simulados do trato gastrointestinal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivar Bifidobacterium lactis por fermentacao em cultivos estacionario e
agitado, a diferentes concentracdes de inoculo, utilizando meio de cultivo
padrao para bactérias laticas (caldo MRS);

e Cultivar B. lactis utilizando como substrato soro de leite a partir das
melhores condicoes de cultivo da etapa anterior;

e Realizar a caracterizacao fisico-quimica do soro de leite;

e Realizar o acompanhamento cinético dos cultivos (absorbancia, pH e células
viaveis);

e Avaliar a eficiéncia da imobilizacao das células utilizando alginato como
agente encapsulante;

e Avaliar a eficiéncia da imobilizacao das células em lipossomas;

e Realizar testes in vitro das células livres e encapsuladas com solucoes de pH
iguais ao do estomago e bile, visando simular as condicoes do trato

gastrintestinal.
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HIPOTESES

- O cultivo de B. lactis por fermentacao submersa em frascos agitados permite a
obtencao de uma concentracao celular adequada nos meios de cultura
investigados.

- As células imobilizadas apresentam maior tolerancia a fluidos simulados do trato

gastrointestinal em relacao as células livres.
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METODOLOGIA

AREA

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de Bromatologia e
Microbiologia dos Alimentos da Universidade Federal de Pernambuco - Centro

Académico de Vitoria, Vitoria de Santo Antao - PE.

OBJETO DE ESTUDO E GRUPOS DE ESTUDO

O objeto de estudo foi avaliar a producao de B. lactis por fermentacao e
verificar a tolerancia das células a fluidos simulados do trato gastrointestinal.
Nesta etapa, foram elaborados ensaios com as células livres e imobilizadas visando

avaliar a influéncia das condicoes de digestibilidade sobre a viabilidade das células.

PERIODO DE REFERENCIA

Para estruturacao e desenvolvimento do presente trabalho foi realizada uma
revisao bibliografica de trabalhos publicados até o ano de 2010 nas bases de dados
Scielo, Periodicos Capes e Google Académico, com o emprego das seguintes
palavras-chave: Bifidobacterium lactis, encapsulacao, alginato, lipossoma, ensaios

de tolerancia. A pesquisa foi realizada de maio de 2010 a junho de 2011.

DESENHO DO ESTUDO

Foi utilizado um desenho de estudo do tipo analitico experimental, que pode

ser ilustrado na Figura 3.
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Células de B. lactis mantidas em meio MRS Agar

Melhor condicdo de
cultivo de células

Fermentacao de B. lactis

Ensaios em meio caldo MRS (cultivo estacionario ou agitado; influéncia da
concentracao do indculo)

Ensaios em meio contendo soro de leite

Imobilizacao das células em
alginato

Imobilizacao das células em
lipossoma

!

Ensaios de tolerdncia a fluidos simulados do trato gastrointestinal

Avaliacao da viabilidade celular

Figura 3 - Desenho de estudo empregado no trabalho

DEFINICAO DAS VARIAVEIS

De acordo com cada etapa experimental, as variaveis estudadas no presente

trabalho estao descritas abaixo:
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Ensaios de fermentacao
a) Variaveis investigadas: concentracao de indculo, cultivo agitado ou estacionario,
composicao do meio de cultivo.

b) Variavel resposta: concentracao de células viaveis.

Ensaios de imobilizacdo das células utilizando alginato
a) Variaveis investigadas: relacao entre volume de suspensao alginato/células e
massa de particulas secas; teor de umidade das particulas secas.

b) Variavel resposta: concentracao de células viaveis.

Ensaios de imobilizacdo das células utilizando lipossoma
a) Variaveis investigadas: concentracao de células viaveis.

b) Variavel resposta: eficiéncia de imobilizacao.

Ensaios de tolerdncia
a) Variaveis investigadas: células livres ou células imobilizadas na presenca de
fluidos simulados do trato gastrointestinal.

b) Variavel resposta: concentracao de células viaveis.

METODO DE COLETA DE DADOS

A coleta de dados foi realizada a partir dos resultados experimentais obtidos
nos ensaios laboratoriais, sendo os dados registrados em caderno de laboratorio e

em computador.

METODOS DE ANALISE

Microrganismo e manutencao da cultura

A cultura liofilizada de B. lactis foi gentilmente cedida pela empresa Sacco

Brasil®. O microrganismo foi ativado em tubos contendo meio caldo MRS durante
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24 horas a 37°C, e em seguida inoculado em tubos inclinados contendo meio MRS
Agar. A cultura era incubada por 72 horas a 37°C e mantida sob refrigeracao a 5°C

+ 1°C, sendo submetida a repiques periodicos.

Padronizacao do in6culo

Inicialmente, a cultura foi ativada em placa de Petri contendo meio MRS
Agar por meio de inoculacao em estrias, sendo cultivada por 72 horas a 37°C em
condicao microaeroéfila. Apos este periodo, colonias isoladas foram transferidas
para um tubo contendo 15 mL de solucao salina 0,85% (p/v) até ser obtida uma
suspensao turva, que foi padronizada pela escala de MacFarland (tubo namero 0,5).
Um volume de suspensao microbiana de 5 mL foi transferido para frasco
Erlenmeyer de 250 mL de capacidade contendo 45 mL meio caldo MRS, sendo o
cultivo realizado a 37°C durante 5 horas, de forma estacionaria. Este tempo foi

estabelecido de forma a ser obtida a fase de crescimento exponencial.

Meios de cultura e condicées de cultivo

Para avaliar a influéncia da concentracao de inéculo e do tipo de cultivo
sobre o crescimento celular, inicialmente o microrganismo foi cultivado em meio
caldo MRS (Tabela 1), utilizando-se frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade.
Foram investigadas as concentracdes de indculo de 1 e 5% (v/v) e o cultivo foi
realizado de forma estacionaria e sob agitacao de 50 rpm.

Um segundo ensaio foi realizado em triplicata, utilizando-se meio formulado
a base de soro de leite (40, 70 e 100% v/v). O soro foi gentilmente cedido pela
empresa Natural da Vaca®, localizada em Gravata-PE. Os cultivos foram realizados
em frascos Erlenmeyer de 500 mL de capacidade contendo 200 mL de meio,
concentracao de indculo de 5% (v/v), sob agitacao de 50 rpm a 37°C, por um
periodo de 48 horas. Amostras foram retiradas para analise de absorbancia, pH e
contagem de células viaveis. A composicao do meio encontra-se descrita na Tabela
2.
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Tabela 1 - Composicao do meio caldo MRS

Composto Concentracao (g/L)

Peptona 10
Extrato de carne 10
Extrato de levedura 5
Dextrose 20
Polisorbato 80 1
Citrato de amonio 2
Acetato de sodio 5

Sulfato de magnésio 0,10

Sulfato de manganés 0,05
Fosfato dipotassico 2

Tabela 2 - Composicao do meio a base de soro de leite

Composto Concentracgao (g/L)
MnSO4.H,0 0,05
MgS04.7H,0 0,10
Citrato de sodio 2,00
Acetato de sodio 5,00
K,HPO4 2,00
Glicose 20,00
Tween 80 1,00
Extrato de levedura 25,00

Soro de leite

Volumes de 40, 70 ou 100mL*

* Valores para um volume total de 100mL

Caracterizacao fisico-quimica do soro de leite

A caracterizacao fisico-quimica do soro de leite utilizado na formulacao do

meio de cultura para a fermentacao de L. casei foi realizada por meio da

determinacao de pH, umidade, proteinas e lipidios de acordo com os Métodos
Analiticos Oficiais (Instituto Adolpho Lutz, 1985).

Métodos analiticos para os ensaios de fermentacao

a) Contagem de células viaveis: foi avaliada por contagem de colonias crescidas em

meio MRS Agar apos diluicdes decimais utilizando solucao 2% (p/v) de citrato de

sodio. Os ensaios foram realizados em duplicata e o plaqueamento foi conduzido

por meio da técnica pour plate. As amostras foram incubadas por 72 h a 37°C sob

microaerofilia.
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b) Determinacao do pH: foram retiradas amostras de 3mL para leitura do pH por
meio de potenciometro (Marconi®).

c) Crescimento celular: foi avaliado de maneira indireta por meio de medidas de
absorbancia ao longo do tempo em espectrofotometro (Marconi®), a 600nm.

d) Pesquisa de contaminantes:

- Analise microscopica a fresco e pela técnica de Gram;

- Meio MRS Agar: empregado para verificar a pureza do caldo fermentado;

- Meio Sabouraud com Cloranfenicol: utilizado para pesquisar possiveis
contaminacdes por fungos e leveduras. A presenca do antibiotico de amplo-espectro
cloranfenicol inibe a presenca de bactérias, sendo adicionado assepticamente apos
a esterilizacao do meio a uma concentracao de 100mg/L. As amostras foram
inoculadas na forma de estrias sobre a superficie de placas de Petri contendo o
meio, e incubadas a 30°C durante 48h.

- Meio CVB - Caldo Verde Brilhante: utilizado para realizacao do teste presuntivo
para coliformes. Em um tubo de ensaio estéril contendo o meio de cultivo e um
tubo de Durhan, o material a ser testado foi inoculado com duas alcadas e incubado
a 35°C + 0,5°C por 24 a 48h. A presenca de gas retido no tubo de Durhan indicaria a
presenca de bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes totais;

- Meio EMB - Eosina Azul de Metileno: utilizado com o objetivo de verificar possiveis
contaminacdes por bactérias Gram-negativas e diferenciar o aparecimento de
colonias do tipo coliforme. Estas apresentam uma caracteristica morfologica tipica,
com colonias com centro escuro e brilho metalico;

- Meio Especifico para Staphylococcus aureus: utilizado para detectar eventual
contaminacado por este microrganismo. As placas foram incubadas a 35°C durante
48h;

- Meio caldo Listeria: em um tubo de ensaio estéril contendo o meio de cultivo, o
material a ser testado foi inoculado com duas alcadas e incubado a 35°C + 0,5°C por
24 a 48h. O aparecimento de turbidez no meio indicaria a presenca do

microrganismo.
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Ensaios de imobilizacdo das células em alginato

As células obtidas nos ensaios de fermentacao em soro de leite foram
centrifugadas sob refrigeracao (Hermle®, modelo Z36HK), a 4000 rpm, 10°C por 1
min.

As microcapsulas foram preparadas a partir de uma solucao de alginato de
sodio (Danisco®) a uma concentracao de 1% (p/v) em tampao fosfato 1M (pH 7)
previamente esterilizado. Ap6s a adicao do alginato ao tampao estéril, a
solubilizacao do biopolimero foi realizada em banho maria a 50°C, sob constante
agitacao.

A imobilizacao foi realizada pelo gotejamento de uma suspensao
células/alginato a uma proporcao volumétrica de 1:4 sobre um volume de 100mL
de uma solucao de CaCl; a 0,1M sob leve agitacao, conforme ilustra a Figura 4. O
gotejamento foi realizado empregando-se uma seringa contendo um volume de

suspensao de 16,5mL.

Alginato de sodio +
suspensao celular

]
Cloreto de calcio

Figura 4 - Formacao do gel de alginato de calcio por engaiolamento

(FONTE: COVIZZI et al.,2007)

A Figura 5 ilustra o procedimento de imobilizacao por gotejamento e o

aspecto visual das particulas formadas.
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Figura 5 - Procedimento de imobilizacao por gotejamento (A) e aspecto visual das
particulas formadas (B) durante a imobilizacao de B. lactis utilizando alginato

como agente encapsulante

Apoés a imobilizacao das células, as particulas permaneciam em repouso por
2 horas a 10°C, sendo posteriormente lavadas duas vezes com solucao salina (NaCl)
a 0,85% (p/v). As particulas Umidas foram pesadas, sendo posteriormente
submetidas a ensaios de secagem em triplicata a 35°C em estufa de circulacao de
ar até peso constante. As capsulas secas foram pesadas e armazenadas sob
refrigeracao. A Figura 6 mostra o aspecto visual das particulas apos secagem.

Amostras da suspensao de células centrifugadas, da suspensao
células/alginato e das particulas secas foram retiradas para determinacao da

concentracao de células viaveis.
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Figura 6 - Aspecto visual das particulas secas contendo células imobilizadas de B.

lactis pelo procedimento de imobilizacao com alginato

Ensaios de imobilizacdo das células em lipossoma

A preparacao do lipossoma foi realizada pelo método de Bangham (NEW,
1990) através da hidratacao do filme seco de lipidios. Inicialmente, uma
quantidade de 0,1 g de lipidio (lecitina de soja em po6, marca Viafarma®) foi
solubilizada em 20 mL de uma solucao de cloroférmio/metanol na proporcao de 9:1
(v/v). A solucao foi homogeneizada durante 5 minutos em evaporador rotatorio
(Marconi®), sendo, posteriormente, promovida a evaporacao do solvente sob vacuo
(650mmHg) com o baldo imerso em banho maria a 33°C até a formacao do filme
seco de lipidios (tempo de 1,5 h), como pode ser observado na Figura 7.

As células foram encapsuladas no lipossoma através da hidratacao do filme
seco, adicionando-se um volume de 20 mL de uma suspensao concentrada de
células ao balao contendo o filme seco. A suspensao foi submetida a agitacao no
rotaevaporador (sem vacuo e fora do banho-maria) durante 30 min.
Posteriormente, a suspensao de lipossomas foi armazenada em tubo falcon de 50mL

de capacidade, sob refrigeracao a 10°C.
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Figura 7 - Evaporador rotativo a vacuo utilizado no preparo de lipossomas

contendo B. lactis

Para a contagem de células viaveis contidas nas particulas, uma amostra de
0,05 g foi transferida para uma solucao contendo 1,25 mL de citrato de sodio 0,1M.
A suspensao foi submetida a diluicobes seriadas e aliquotas de 10 pL foram
semeadas, em duplicata, pela técnica de pour plate em meio MRS Agar. As placas

foram incubadas a 37°C por 72 h em jarra de anaerobiose (Figura 8).

Figura 8 - Jarras de anaerobiose usadas para incubacao das placas.
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Teste in vitro de tolerancia gastrointestinal

A sobrevivéncia das células livres e encapsuladas de B. lactis foi avaliada em
sucos gastrico e entérico simulados, utilizando-se pepsina, pancreatina e bile. Os
experimentos foram realizados com base nos procedimentos de CHARTERIS et al.
(1997), PICOT e LACROIX (2004) e LISERRE et al. (2007).

Foi preparada uma solucao de pepsina (3 g/L) em solucao salina estéril a
0,5% (p/v), sendo o pH ajustado para 2,0 com HCl a 5% (v/v). Solucbes de
pancreatina (2 g/L em solucao salina estéril) e bile (3 g/L em agua estéril) tiveram
seu pH ajustado para 8,0. Todas as solucdes foram filtradas assepticamente em
membrana estéril de 0,2 pym.

Inicialmente, 2 mL de células centrifugadas foram lavados por duas vezes
utilizando-se solucao salina a 0,85% (p/v). Um volume de 1 mL desta suspensao
celular foi adicionado a um Erlenmeyer de 125 mL de capacidade contendo 9 mL de
solucao de pepsina (3 g/L, pH 2,0), sendo a mistura incubada a 37°C em shaker por
120 min a 150 rpm. Apos retirada de uma amostra (2 mL), foi adicionada a solucao
de pancreatina (concentracao final de pancreatina na mistura de 2 g/L) e o pH foi
alterado para 8,0. Apos incubacdao nas mesmas condicoes e retirada de nova
amostra apos mais 120 min, foi adicionada a bile (concentracao final de bile na
mistura de 3 g/L) com manutencao do pH a 8,0. A mistura foi novamente incubada
nas mesmas condicoes e, apos um periodo de 120 min, uma amostra foi retirada. O
experimento totalizou 6 horas de ensaio e foi realizado em duplicata. O mesmo
procedimento foi realizado para os ensaios de tolerancia utilizando a suspensao de
lipossomas, utilizando-se um volume de 1 mL da suspensao lipossomal.

A Figura 9 mostra o aspecto visual das solucées utilizadas no ensaio.
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Figura 9 - Aspecto visual das solucdes utilizadas no ensaio de tolerancia

A contagem de células viaveis nas amostras foi realizada por meio de
diluicbes seriadas em solucao de citrato de sodio a 2% (p/v), inoculacao em placas
de Petri contendo meio MRS Agar pela técnica pour plate e incubacédo a 37°C por 72

h em jarra de anaerobiose.

ASPECTOS ETICOS

Nao foi necessaria a submissao do trabalho a aprovacao pelo comité de ética
da Universidade Federal de Pernambuco pelo fato de que a pesquisa nao foi

realizada com seres humanos ou animais.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 10 mostra os resultados para o cultivo do microrganismo em meio
caldo MRS a diferentes concentracoes de in6culo e na auséncia ou presenca de
agitacao (50 rpm) do sistema. O melhor resultado de crescimento celular foi
observado na condicao de 5% de inoculo a 50 rpm, enquanto que as demais
condicoes de cultivo se mostraram semelhantes. Interessante observar que as
curvas de crescimento nao apresentam um perfil de crescimento exponencial,

havendo uma tendéncia a um crescimento linear.
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Figura 10 - Variacao da absorbancia durante o cultivo de B.lactis em meio caldo
MRS nas condicoes de cultivo estacionario e agitado a 50 rpm e com concentracoes

de inoculo de 1 e 5% (v/v)

O oxigénio pode afetar as bifidobactérias pela sua toxicidade as células e
pela producao de perdxido de hidrogénio. De acordo com SHIMAMURA et al. (1992),
a tolerancia ao oxigénio pelas bifidobactérias depende de cada espécie, sendo que
neste trabalho a cultura de B. lactis se mostrou suficientemente aerotolerante nas

condicdes de agitacao empregadas. Gomes, Teixeira e Malcata (1998) citam que B.
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lactis é considerada uma das mais promissoras bifidobactérias, pois possui boa tole-

rancia ao oxigénio e a condicdes acidas.

Com relacao a variacao de pH (Figura 11), nota-se uma variacao pouco

expressiva nos valores com tendéncia a uma diminuicao do pH, salientando-se que

este decréscimo € mais evidente na condicao de 5% de indculo a 50 rpm.

O acido lactico é o principal produto do metabolismo das bactérias laticas

(cerca de 70 a 90% dos compostos gerados) e é sintetizado durante todo o processo

de fermentacao da lactose (FERREIRA, 2003). Dessa forma, essa pequena queda no

pH durante o processo fermentativo pode ser explicada pela producao de acidos

pelo microrganismo.
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Figura 11 - Variacao do pH durante o cultivo de B. lactis em meio caldo MRS nas

condicoes de cultivo estacionario e agitado a 50 rpm e com concentracoes de

inoculo de 1 e 5% (v/v)

Com base nos resultados acima, foi selecionada a condicao de 5% de indculo

a 50 rpm para o cultivo em meio formulado a base de soro de leite a diferentes

concentragbes. O soro apresentou os seguintes resultados em relacao a sua

composicao centesimal (Tabela 3):
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Tabela 3 - Composicao centesimal do soro de leite empregado nos cultivos

de B. lactis
Componente Concentracdo média’ + dp” (%)
Proteinas 0,14 + 0,00
Lipidios 0,10 + 0,00
Umidade 95,23 + 0,06
Cinzas 0,50 + 0,10
Carboidratos 4,03 (por diferenca)

1 - Média de trés valores; 2 - Desvio padrao

Como mostra a Figura 12, apenas o meio contendo 100% de soro de leite na
sua composicao propiciou o crescimento celular, com fase linear de crescimento
até as primeiras 10 h de cultivo e fase estacionaria apos este periodo. Para as
demais condicoes empregadas, nao foi observado aumento de absorbancia,
sugerindo uma caréncia de fonte de carbono no meio de cultura. Em se tratando da
variacao do pH, esta foi pouco expressiva para todas as condicoes ensaiadas, como
ilustra a Figura 13. De acordo com Macedo et al. (2008), B. lactis possui grande

capacidade de adaptacao em pH reduzido.
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Figura 12 - Variacao da absorbancia durante o cultivo de B. lactis de acordo com o

percentual de soro de leite no meio de cultivo
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Figura 13 - Variacao do pH durante o cultivo de B. lactis de acordo com o

percentual de soro de leite no meio de cultivo

A Figura 14 mostra a concentracao de células viaveis a partir de 15 horas de
cultivo para o meio contendo soro de leite a uma concentracao volumétrica de
100%. Os resultados mostram que a concentracao maxima de células viaveis é
atingida apds 24 h, atingindo o valor de 3,9 x 108 UFC/mL. Apds 45 h, ocorre uma
diminuicao do nimero de células viaveis no meio.

Svensson (1999) destacou os principais fatores a serem considerados durante
a fabricacao de alimentos probidticos, entre eles a composicao do meio de
fermentacao e a quantidade de oxigénio dissolvido. Assim, a adicao de hidrolisados
protéicos de soro, extrato de levedura, glicose, vitaminas e minerais (sempre
em proporcoes compativeis com a legislacao) pode estimular a multiplicacdao e a
sobrevivéncia das culturas probioticas. A adicao de proteinas resulta, também, no
aumento da capacidade tamponante do meio e pode retardar a queda de pH,
permitindo, assim, maior sobrevivéncia das cepas probioticas (Svensson, 1999;
Lourens-Hattingh, Viljoen,2001). Este fato pode explicar a pouca variacao do pH

durante o cultivo.
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Figura 14 - Concentracao de células viaveis durante o cultivo de B. lactis em meio

a base de 100% de soro de leite

Os ensaios de imobilizacao com alginato evidenciaram que a partir de 16,5
mL de suspensao alginato/células foi obtida uma massa de 8 g de particulas
Umidas. A secagem das particulas imobilizadas foi realizada por um periodo de 3 h,
sendo observada uma umidade residual constante a partir de 90 minutos de

secagem (Figura 16). A massa seca de particulas obtida apds a secagem foi de 0,31

g.

Os resultados de concentracao de células viaveis nas amostras de caldo
fermentado, suspensao de células centrifugada, suspensao de células/alginato e
nas particulas secas sao mostrados na Tabela 4. Pode-se notar que ocorre uma
acentuada diminuicao da concentracao de células viaveis nas particulas secas,
provavelmente devido a perda de viabilidade das células durante o procedimento
de secagem em estufa de circulacao de ar. Estes resultados sugerem que a
imobilizacao das células de B. lactis em alginato de so6dio nao seja eficaz devido a
formacao de uma matriz porosa do polimero, nao conferindo uma barreira de
protecao contra a acao do oxigénio sobre as células. Vale salientar que ap6s um
periodo de 20 dias ocorreu total da viabilidade das células. O aspecto visual da

microcapsula de alginato de calcio esta mostrado na Figura 15.
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Figura 15 - Microcapsula de alginato de calcio visualizada em microscopio optico

com aumento de 1000x

E importante ressaltar o fendmeno da limitacdo de transferéncia de massa
imposta aos processos de imobilizacao celular em géis. Geralmente, a quantidade
de O; que adentra as microesferas do gel de carragena ¢ estimada na faixa de 0,08
a 0,1mm?, enquanto que em géis de alginato, estes valores sdo um pouco maiores
(de 0,1 a 0,16mm?>) (OGBONNA et al., 2000). Este seria um dos maiores problemas
encontrados neste tipo de imobilizacao, pois o alginato nao funcionaria como uma
barreira eficaz contra a entrada de oxigénio, fato que se torna mais evidente em se

tratando de microrganismos anaerébios.
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Figura 16 - Cinética de perda de umidade de particulas de alginato contendo

células imoblizadas de B. lactis (massa inicial de particulas Umidas de 5 g)

Tabela 4 - Concentracao de células viaveis de B. lactis de acordo com a amostra

nos ensaios de imobilizacao com alginato

Amostra Concentracao de células viaveis
Caldo fermentado 2,30 x 10° UFC/mL
Centrifugado 6,35 x 10" UFC/mL
Suspensao células/alginato 2,20 x 10® UFC/mL
Microcapsulas 8,30 x 10° UFC/g

Grosso e Favaro-Trindade (2004) avaliaram a estabilidade de células livres e
imobilizadas em alginato de uma cepa de B. lactis (Bb-12) em leite e em leite
acidificado, bem como a estabilidade das células imobilizadas em iogurte durante
um periodo de estocagem de 28 dias. Os autores verificaram um declinio da
concentracdo de células viaveis de 108 UFC/mL para zero apos o periodo de estudo.
Por outro lado, os autores observaram uma boa viabilidade de B. lactis e de L. acidophilus em
leite e em leite acidificado, tanto na forma livre como imobilizada em alginato de
calcio. Os autores concluiram que a imobilizacao de B. lactis em alginato de calcio
nao funcionou como barreira efetiva contra a presenca prejudicial das bactérias

tradicionais do iogurte.
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Os ensaios de encapsulacao utilizando lipossomas demonstraram que apos o
processo de imobilizacao das células (Figura 17), a concentracao de células viaveis
na suspensao lipossomal foi de 1,5 x 108 UFC/mL. Os ensaios de tolerancia a fluidos
simulados do trato gastrointestinal mostraram que, utilizando células livres, nao foi
observada a viabilidade das células em nenhuma das etapas do ensaio. Por outro
lado, os testes com as células encapsuladas em lipossomas apresentaram resultados

mais promissores (Figura 18).

Figura 17 - Células de B. Lactis encapsuladas em lipossomas.



43

10 10
9
g H - m ds
O 7
L:)L ]
o 61 16
9 -
o 27 (=
g 4] ] 14
3 37
E ]
N 2
O " |m ] 12
1—_ B Células viaveis
0 m = pH
T T T T T y T y T " T ' J ' 0
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (h)

Figura 18 - Sobrevivéncia de células de B. lactis encapsuladas em lipossomas

durante o ensaio de tolerancia a fluidos simulados do trato gastrointestinal

Como pode ser observado, os testes de simulacao em condicoes do trato
gastrointestinal com as células encapsuladas sugerem que no primeiro estagio
(presenca de pepsina a pH 2,0) as células ficam em estado de laténcia apds
exposicao por 2 h, nao sendo detectada viabilidade celular. Apos os estagios
sucessivos na presenca de pancreatina e bile (pH 8,0), ocorre uma pequena

recuperacao da viabilidade ap6s um periodo total de ensaio de 6 h.

Estes resultados sao similares aos obtidos por Estrota e colaboradores (2008),
quando avaliaram a sobrevivéncia de B. lactis em leite integral e em extrato
hidrossoluvel de soja em ensaios de simulacao das condicoes gastricas e entéricas
in vitro. Dessa forma, sugere-se a adicao de ingredientes com funcao protetora

para a incorporacao de B. lactis em alimentos.
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CONCLUSOES

Como pode ser observado no presente trabalho, nos ensaios de fermentacao
conseguimos ver que a melhor condicao para um bom crescimento de B. lactis foi
com uma leve agitacao de 50 rpm e a melhor concentracao do indculo foi a 5%.

O cultivo em meio contendo 100% de soro de leite se mostrou eficiente, com
um numero maior de células viaveis do que o minimo exigido pela legislacao, além
do que € uma maneira mais econdémica de producao dessas bactérias.

Quanto aos métodos de encapsulacao, conclui-se que o método utilizando
alginato de calcio como agente encapsulante nao foi eficaz para proteger as células
de B. lactis contra os agentes agressores externos, principalmente contra a acao
negativa do oxigénio. No entanto, a encapsulacao em lipossoma mostrou-se mais
eficiente.

Nos testes simulados do TGl com células livres, vimos que as mesmas nao
sobreviveram a passagem pelos sucos gastrico e entérico simulados. Com o
microorganismo encapsulado em lipossomas, as células foram parcialmente
protegidas da acao do pH e enzimas do trato gastrointestinal, sendo uma
alternativa de encapsulacao desse probiotico e constituindo-se numa formulacao

promissora para protecao das células.
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RESUMO

Foi avaliada a influéncia da densidade do inéculo em cultivo agitado e estaciondrio de
Bifidobacterium lactis em meio caldo MRS, e os resultados mostram que a melhor condigdo para
crescimento celular foi a uma concentragdo de indculo de 5% (v/v) a 50 rpm. Quando o
microrganismo foi cultivado nestas condi¢ées em meio formulado a base de soro de leite, foi obtida
uma concentracdo de células vidveis de 3,9 x 10° UFC/mL apds 24 h de fermentagéo.
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