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Avaliacdo do comportamento de L. acidophilus microencapsulado por
atomizacao empregando pectina e concentrado proteico de soro de
leite em modelo de digestao in vitro

Evaluation of the behavior of L. acidophilus microencapsulated by
atomization using pectin and whey protein concentrate in an in vitro
digestion model

Isabella Gomes Pedro?, Miriam Cristina da Silva Gomes?, Deisy Alessandra Drunkler?

RESUMO

Os probidticos, incluindo o L. acidophilus, séo valorizados por seus beneficios a satde humana, mas seu uso
em alimentos enfrenta desafios, em especial, a necessidade de garantir a chegada de um numero de
microrganismos viaveis ao trato digestério. A microencapsulagdo por spray drying € uma das técnicas
empregadas que contribuem para com o aumento da viabilidade. Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a viabilidade do L. acidophilus microencapludao por spary drying utilizando pectina de baixo teor
de metoxilacéo (BTM) e concentrado proteico de soro de leite (CPS) como materiais de parede frente a um
sistema de digestibilidade in vitro._Para tal, foram elaborados dois tratamentos: tratamento 1 (T1: 1.7 BTM:
CPS % m/m) e tratamento 2 (T2: 0,5:7,5 BTM: CPS % m/m) que juntamente com s células livres foram
submetidas a passagem por um sistema que mimetizava o trato digestério e, posteriormente, enumeradas.
Ambos os tratamentos apresentaram melhor desempenho, garantindo a viabilidade do probiético ao final do
trato digestorio (79,96% e 71,95% para T1 e T2, respectivamente), ao passo que as células livres ndo se
mantiveram viaveis.
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ABSTRACT

Probiotics, including L. acidophilus, are valued for their benefits to human health, but their use in foods faces
challenges, in particular, the need to ensure the arrival of a number of viable microorganisms to the digestive
tract. Microencapsulation by spray drying is one technique that contributes to increasing viability. Given the
above, the objective of this work was to evaluate the viability of L. acidophilus microencapludao by spary drying
using low methoxylation pectin (LMP) and whey protein concentrate (WPC) as wall materials in a digestibility
system. in vitro. To this end, two treatments were developed: treatment 1 (T1: 1:7 LMP: WPC % m/m) and
treatment 2 (T2: 0.5:7.5 LMP: WPC % m/m) which, together with the cells free animals were subjected to
passage through a system that mimicked the digestive tract and were subsequently enumerated. Both
treatments showed better performance, ensuring the viability of the probiotic at the end of the digestive tract
(79.96% and 71.95% for T1 and T2, respectively), while free cells did not remain viable.
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INTRODUCAO

Os probidticos podem ser definidos como microrganismos vivos que, quando
consumidos regularmente e em quantidades adequadas e suficientes, promovem efeitos
beneficios a saude do consumidor e ao seu bem-estar (HILL et al., 2014). Entretanto, para
tal, € necessario que resistam ndo somente ao beneficiamento e armazenamento quanto a
passagem pelo trato digestério (SOUZA et al., 2020).

A técnica de microencapsulacdo pode ser utilizada para esta finalidade e consiste
em envolver as particulas, neste caso os probidticos, com um material encapsulante,
resultando em cépsulas de estrutura simples, frequentemente esféricas, com membranas
semipermeaveis e resistentes (BRAND, 2019). O spray drying € uma técnica de
microencapsulacdo promissora que permite o controle das condi¢cdes de secagem para
ajustar o tamanho e a forma das particulas. E econémico, adequado para producdo em
grande escala e oferece alta estabilidade para probioticos, com minima degradacéo celular
guando otimizado (BARRO et al., 2021).

Os materiais de parede exercem importancia na estabilidade das microcdpsulas. O
concentrado proteico de soro oferece valor nutricional e propriedades funcionais, mas é
sensivel as condi¢cdes ambientais. Por outro lado, a pectina € um polissacarideo aniénico
estavel disponivel em varias fontes. A interacéo entre eles resulta em um complexo com
diversas propriedades funcionais, como emulsificacdo, gelificacdo, estabilidade térmica,
solubilidade e atividade biologica, aprimorando seu potencial como material de
revestimento na microencapsulacéo (DU et al.,2022).

Logo, o objetivo do trabalho foi avaliar a viabilidade do L. acidophilus
microencapsulado por atomizacéao utilizando pectina de baixo teor de metoxilacado (BTM) e
concentrado proteico de soro de leite como matérias de parede frente, em um sistema que
mimetiza in vitro o trato digestério humano.

METODOLOGIA

MICROENCAPSULACAO DE L. ACIDOPHILUS LA-3 POR ATOMIZACAO UTILIZANDO
PECTINA E CONCENTRADO PROTEICO DE SORO COMO AGENTES
ENCAPSULANTES

A cultura do L. acidophilus, na proporcéo de 1% (m.v?), foi adicionada em caldo
MRS (De Man Rogosa and Sharpe, Merck, Darmstadt, Alemanha) e foram incubados em
estufa incubadora B.O.D (403-3D, Nova Etica, Brasil) a 37 °C + 1 °C por 9 horas. Apés
atingir a fase exponencial, o Lactobacillus acidophilus foi centrifugado a 3000 rpm por 10
min a 4 °C e o sobrenadante foi, entdo, descartado e lavado por duas vezes com solucao
de agua peptonada 0,1%. O microrganismo foi suspenso nas solugdes de pectina BTM e
CPS, preparados conforme metodologia proposta por Cancino-Castillo et al. (2020), onde
a pectina BTM e o CPS foram dissolvidos em agua destilada esterilizada, seguida de
agitacdo magnética a 37 °C + 1 °C (752A, Fisatom, Sao Paulo, Brasil) por 30 minutos, até
completa dissolucéo e hidratagéo, na proporcao de 1:7 (m/m) BTM: CPS para o tratamento
1(T1) e 0,575 (mm) BTM: CPS para o tratamento 2 (T2). O processo de
microencapsulacdo foi realizado conforme Nunes et al. (2018), com modificacoes,
utilizando-se o equipamento spray drying, de escala laboratorial (SDi 1.0, Labmaq do Brasil,
Sé&o José do Rio Preto, SP, Brasil), onde as suspensdes acrescidas do probidticos foram
mantidas sob agitacdo constante a temperatura ambiente 25 °C e alimentadas para a
camara de secagem por meio de bomba peristaltica, sob condi¢cdes constantes de pressao
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do compressor 2-4 kgf cm, temperatura do ar de entrada 110 °C; vazao: 0,40 L/min; fluxo
de alimentacdo: 0,45 L/h e didmetro de saida do ar no sistema (1 mm) com bico duplo
fluido. As microparticulas foram coletadas na base do ciclone e armazenadas sob
refrigeracéo (4 °C + 1 °C) e temperatura ambiente (25 °C £ 1 °C).

SOBREVIVENCIA DE L. ACIDOPHILUS LIVRE E MICROENCAPSULADO NOS
FLUIDOS GASTRICO E INTESTINAL SIMULADOS

A resisténcia do L. acidophilus nas formas livre (granulos secos) e
microencapsulados, em sistemas do fluido gastrico e intestinal simulado (FGIS), foi avaliada
de acordo com a metodologia proposta por Bora et al. (2021), com adaptacdes. As
microcapsulas e as células livres foram submetidas aos fluidos digestivos, que foram
preparados utilizando solugdes estoque de KCI (Cloreto de Potassio), KH2PO4 (Fosfato
monopotassico), NaHCOs (Bicarbonato de sédio), NaCl (Cloreto de sodio), MgClz (Cloreto
de magnésio), (NH4)2COs (Carbonato de amonio), HCI (Acido cloridrico) previamente
determinados na literatura (MINEKUS et al., 2014; BORA et al., 2021).

Na fase salivar as amostras foram misturadas com o SSF (1:1, m /m) em tubos
Falcon 50 mL, e o pH ajustado para 7 usando solucdo de NaOH (Hidréxido de sédio) 1,0
M, em seguida foi acondicionada em incubadora do tipo Shaker (SL-221, Solab, Piracicaba,
Brasil) a 37 °C = 1 °C sob agitacdo constante a 85 rpm durante 2 minutos. Em seguida, o
SGF (1:1 (v/v) e uma solucéo de pepsina suina (3,8 mg/mL) foram adicionados a fase oral.
A mistura foi ajustada para pH 3 usando uma solucdo de HCI (1,0 M) e incubada a 37 °C
por 2 h com agitacéo constante a 85 rpm. Em seguida, o quimo gastrico obtido foi misturado
com SIF (1:1 v/ v), extrato de bile suina (37,8 mg/mL) e pancreatina suina (16,25 mg/mL).
O quimo intestinal resultante foi incubado (37 °C, pH 7) por 2 h. Ao final de cada etapa,
aliquotas de cada amostra (1 mL) foram diluidas em 9 mL de agua peptonada estéril 0,1%,
e agitadas em vortex por 30 segundos. A contagem bacteriana foi realizada em placas
seguindo a metodologia proposta por Corti, Bittencourt e Drunkler (2017).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e, quando
detectadas diferencas significativas entre os tratamentos ao nivel de 5% de significancia,
ao Teste de Tukey, utilizando o programa computacional Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa,
USA).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A viabilidade de Lactobacillus acidophilus nas condi¢des gastrointestinais simuladas,
tanto na forma livre quanto encapsulada nas diferentes concentracdes de pectina BTM e
de concentrado de proteico de soro de leite, encontram-se descritas na Tabela 2.

Pelos resultados obtidos, é possivel verificar que o probidtico na forma livre ndo
sobreviveu a passagem pelo trato digestério. Por sua vez, 0 microrganismo
microencapsulado manteve-se viavel durante a passagem pelo trato digestério, onde o T1
resultou em maior viabiidade que o T2 (p<0,05) (Tabela 1). Logo, a microencapsulagao foi
eficaz para aumentar a viabilidade do probidtico, em especial, quando concentragdes
maiores de pectina BTM foram utilizadas.
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Tabela 2 — Viabilidade de células de Lactobacillus acidophilus La3 livres e
microencapsuladas (Log UFC g-1) em diferentes concentra¢gdes de pectina e concentrado proteico
de soro de leite pelo método de spray drying nas condi¢gdes gastrointestinais simuladas.

Tempo (Min) pH Célula livre T1 T2
7,90 =

- A B ,
0 9,751,012 8,03 + 0,632 0/38%
Fase Oral 7,0 6,93+1,18 6,81+ 1,0530AB g;g;\
Gastrica 3,0 5,91+0,03% 6,83 + 0,882bA g%;\
Intestinal 7,0 <102 6,42 £ 1,080 g’g?;\
% de - 79,96% 71,65%

Sobrevivéncia
Médias + erro padrao seguidas por letras iguais, minusculas na mesma coluna e maiusculas na mesma
linha, ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Teste de Tukey). T1 =1:7
BTM:CPS (m/m). T2 = 0,5: 7,5 BTM:CPS (m/m).
Fonte: Autoria propria (2023).

A literatura enfatiza que para um alimento ser carreador de probiético e exercer os
efeitos benéficos € fundamental que esse alimento contenha, no minimo, uma quantidade
especifica de células viaveis, que fica entre 10° a 10” UFC g~. A viabilidade das células
probidticas € crucial, devendo ser mantida durante o processamento, armazenamento e
transito pelo sistema digestivo (SILVA et al., 2019; MENEZES, 2019).

Este estudo corrobora com pesquisas prévias que demonstraram a eficacia da
microencapsulagao na protegao de probidticos durante simulagdes do trato gastrointestinal.
Na pesquisa de Gebara et al. (2013), também verificaram maior viabilidade de Lactobacillus
acidophilus La5 microencapsulado utilizando pectina BTM e pectina BTM com soro de leite
por meio da gelificacdo ionotropica do que a forma livre durante simulacdes de condigbes
gastrointestinais com pH variando de 1,2 a 3,0 e condi¢fes intestinais simuladas com pH
7.

Li et al. (2019) investigaram o efeito da microencapsulacao de Bifidobacterium breve
CICC6182 com pectina BTM por meio da técnica de reticulagcéo idnica sobre a viabilidade
durante a exposi¢éo simulada em fluidos gastrointestinais. Os resultados revelaram que a
reducéo da viabilidade do microrganismo encapsulado foi de apenas 1,76 log UFC g1 em
comparacdo com 4,82 log UFC g1 observados para o probidtico na sua forma livre. Estes
resultados foram semelhantes aos obtidos no presente estudo.

CONCLUSAO

A microencapsulacao de Lactobacillus acidophilus por spray drying utilizando pectina
BTM e concentrado de soro de leite como materiais de parede garantiru a sobrevivéncia do
probidtico quando submetido a simulagdo da passagem pelo sistema gastrointestinal.
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