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RESUMO GERAL

A adi¢do de micro-organismos probidticos em queijos tem sido explorada devido ao
potencial desses produtos na prote¢do aos micro-organismos durante a estocagem € O
consumo do produto, o que garante os efeitos benéficos a sadde conferidos pelos
probidticos. O processo de microencapsulacdo é uma alternativa que pode aumentar a
protecdo dos micro-organismos probidticos adicionados aos produtos. Este estudo teve
como objetivo a microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus e sua aplicagdo em queijo
Prato. Primeiramente, foram avaliadas diferentes metodologias para a contagem seletiva de
L. acidophilus, com o objetivo de selecionar o método mais eficiente para a contagem do
probidtico adicionado ao queijo Prato produzido com Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris. As metodologias consideradas seletivas, avaliadas
tanto em culturas puras como em queijo Prato foram: d4gar MRS adicionado de sorbitol
incubado a 45°C/72 horas em anaerobiose para contagem de L. acidophilus e dgar M17
incubado a 30°C/72 horas em aerobiose para a contagem de Lactococcus lactis. Foram
produzidas microcapsulas de pectina por gelificacdo i0nica e coacervacdo complexa,
recobertas com proteina de soro tratada ou ndo termicamente com a finalidade de avaliar o
efeito do recobrimento sobre a viabilidade do L. acidophilus durante a simulacdo da
passagem pelo trato gastrointestinal. As microcdpsulas apresentaram alto teor de umidade,
morfologia semelhante e viabilidade do L. acidophilus proxima de 8 log UFC/g, indicando
que nao houve perda de viabilidade durante o processo de microencapsulagdo. A
microencapsulacdo do L. acidophilus conferiu maior protecdo ao micro-organismo apos
exposicao a suco géstrico artificial em pH 3,0 quando comparado ao micro-organismo livre.
As microcédpsulas recobertas com proteina do soro, por sua vez, ndo conferiram protecao
adicional ao micro-organismo quando exposto as mesmas condi¢des. Para a fabricacio de
queijo Prato probidtico foram escolhidos trés tratamentos: 1) adicdo de Lactobacillus
acidophilus livre; 2) adi¢do de L. acidophilus em microcdpsulas de pectina; 3) adi¢do de L.
acidophilus em microcapsulas de pectina recobertas com proteina de soro tratada
termicamente. Os queijos probidticos apresentaram composi¢cdo tipica de queijo Prato
tradicional, ndo havendo diferenca entre os tratamentos. Durante 60 dias de armazenamento
refrigerado, os queijos apresentaram aumento da protedlise, reducdo da firmeza, e boa
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aceitacdo e intencdo de compra na avaliagdo sensorial. A populacdo de L. acidophilus nos
queijos apresentou reducao de 1 ciclo logaritmico durante o armazenamento, apresentando
contagens com valor inferior ao estabelecido pela legislacdo brasileira para produtos
probidticos. Ndo houve redugdo significativa do micro-organismo probidtico durante a
exposicdo dos queijos a simulagcdo da passagem pelo trato gastrointestinal. Os resultados
indicam que o queijo Prato é um veiculo adequado para a adi¢cdo de micro-organismos
probidticos, porém nas condi¢des avaliadas a microencapsulagdo do probidtico comercial
Lactobacillus acidophilus LaS nao conferiu protecdo adicional ao micro-organismo no

quetijo.
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SUMMARY

The addition of probiotic microorganisms in cheese has been explored due to the potential
of these products in protecting the microorganisms during storage and consumption, which
ensures the health benefits of probiotics. The microencapsulation process is an alternative
to increase protection of probiotics microorganisms added to the products. The aim of this
study was the microencapsulation of Lactobacillus acidophilus and its application in Prato
cheese. First, we evaluated different methodologies for the selective count of L. acidophilus
in order to select the most efficient method for the enumeration of probiotic in Prato cheese
produced with Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris. The
methodologies considered selective both in pure cultures and in Prato cheese were: MRS-
sorbitol agar under anaerobic conditions at 45 °C/72 h for enumeration of L. acidophilus
and M17 agar under aerobic conditions at 30 °C/72 h for enumeration of Lactococcus
lactis. Microcapsules were obtained by ionotropic gelation and complex coacervation and
covered with whey protein (with or without heat treatment) for the purpose of evaluating
the effect of coating on the viability of L. acidophilus during the simulation of the passage
through the gastrointestinal tract. The microcapsules presented high moisture content,
similar morphology and 8 log CFU / g viability of L. acidophilus, indicating no loss of
viability during the microencapsulation process. Microencapsulation of L. acidophilus
conferred greater microorganism protection after exposure to artificial gastric juice at pH
3.0 when compared to the free microorganism. The whey protein coated microcapsules, in
turn, did not provide additional protection for the microorganism when exposed to the same
conditions. For the manufacture of the probiotic Prato cheeses the following treatments
were studied: 1) addition of free L. acidophilus, 2) addition of L. acidophilus in pectin
microcapsules, 3) addition of L. acidophilus in pectin microcapsules coated with heat-
treated whey protein. The probiotic cheeses presented typical composition of Prato cheese,
with no difference between treatments. During 60 days of refrigerated storage, the cheeses
had increased proteolysis, decreased firmness and showed good sensorial acceptance and
purchase intention. Population of L. acidophilus in the cheeses decreased 1 log cycle during
storage, with counts below the limit established by Brazilian legislation for probiotic

products. There was no significant reduction of the probiotic microorganism during the
X



simulation of the passage through the gastrointestinal tract. Although the results indicate
the cheese is a suitable vehicle for the addition of probiotic microorganisms, the
microencapsulation of probiotic Lactobacillus acidophilus LAS did not confer additional

protection for the microorganism in cheese under the conditions studied.
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INTRODUCAO GERAL

Probiéticos s@o micro-organismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2001).
Diversos micro-organismos podem ser considerados potencialmente probidticos,
entretanto, as cepas mais importantes comercialmente sdo as de bactérias dcido lacticas
e as bifidobacterias (SHAH, 2007; VASILJIEVIC e SHAH, 2008; MARGOLLES et al.,
2009).

Uma vez adicionadas, as culturas probidticas com bom desempenho tecnolégico
devem permanecer vidveis e estdveis e nao alterarem as caracteristicas sensoriais tipicas
do produto nas condi¢Oes de processamento e durante toda a sua vida de prateleira
(FULLER, 1989; KAILASAPATHY e CHIN, 2000; MATTILA-SANDHOLM et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2002; PICOT e LACROIX, 2003; FRANZ et al., 2011).
Entretanto, a viabilidade dos probidticos € afetada por diversos fatores, principalmente
pelas condi¢Oes encontradas durante a passagem pelo trato gastrointestinal (ROSS et al.,
2002; BURGAIN et al., 2011). Diante disso, a microencapsulacdo € uma tecnologia que
tem sido utilizada para aumentar a viabilidade dos probidticos desde o processamento
até o consumo dos produtos aos quais foram adicionados, a fim de garantir seus efeitos

benéficos a sadde do consumidor.

Os probidticos t€m sido adicionados em diferentes produtos, sendo os produtos
lacteos os mais utilizados, uma vez que sdo considerados sistemas ideais para a
veiculacio de micro-organismos probidticos para o trato gastrointestinal, por
contibuirem na manuten¢do de sua viabilidade (ROSS et al., 2002). Dentre os produtos
lacteos, os queijos apresentam bom potencial para veiculagdo de micro-organismos
probidticos devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, como alto teor de proteinas e
gorduras, que mantém a estabilidade do micro-organismo durante a estocagem e o
consumo do produto (KARIMI et al., 2011). Frente a este potencial, a producdo de
queijos com adi¢do de probidticos microencapsulados pode melhorar a estabilidade dos

Mmicro-organismos.

A adic@o de micro-organismos probidticos nas formas livre e microencapsulada
em queijos tem sido estudada por diversos autores (DINAKAR e MISTRY, 1994;

GOBBETTI et al, 1998; GARDINER et al, 2002; OZER et al, 2008, 2009;
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ZOMORODI et al., 2011) que, em geral, observam que a microencapsulagdo confere

prote¢do aos micro-organismos quando expostos a condi¢des adversas.

O L. acidophilus é um dos micro-organismos probidticos mais utilizados em
produtos comerciais € em pesquisas, por ter seus efeitos benéficos comprovados e
estabelecidos, além de ndo apresentar alta sensibilidade ao oxigénio. Tendo em vista os
beneficios apresentados pelos queijos para a veiculagcdo de probidticos e diante do fato
do queijo Prato ser um queijo amplamente consumido no Brasil, a produ¢do de queijo
Prato probidtico, com adicdo de cultura comercial na forma livre ou microencapsulada,
pode gerar um produto de alto valor agregado, sendo considerado um alimento
funcional. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi a producgdo e avaliacdo de queijo

Prato adicionado de Lactobacillus acidophilus La5S livre ou microencapsulado.

O trabalho foi dividido em quatro capitulos. No primeiro capitulo, apresenta-se
uma revisdao bibliografica sobre os principais temas abordados: os micro-organismos
probidticos, com suas caracteristicas e sua contagem seletiva em produtos lacteos; a
microencapsulacdo aplicada a micro-organismos probidticos e a aplicacdo desses micro-
organismos aos queijos, tanto na forma livre, quanto na forma microencapsulada.
Devido as dificuldades encontradas em testes preliminares, no segundo capitulo estd
apresentada a avaliacdo de diferentes metodologias utilizadas para a contagem seletiva
de Lactobacillus acidophilus La5 em presengca de lactococos, com o objetivo de
selecionar uma metodologia eficiente para a avaliacdo da viabilidade de L. acidophilus
em queijo probidtico. No terceiro capitulo, avaliou-se se o recobrimento de
microcdpsulas de pectina contendo Lactobacillus acidophilus, com proteina de soro
tratada ou ndo termicamente, afeta a viabilidade do probidtico quando exposto as
condi¢des que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal. O quarto capitulo
apresenta os resultados da avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas
e sensoriais de queijo Prato adicionado de L. acidophilus La5 livre e em dois tipos de

microcapsulas durante 60 dias de armazenamento refrigerado.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. PROBIOTICOS

Para serem considerados probidticos, 0s micro-organismos devem ser
adequadamente selecionados, através de um processo complexo, e para tanto alguns
requisitos bésicos de seguranca devem ser considerados: 1) a origem, que deve ser o
trato gastrointestinal sauddvel, 2) a ndo patogenicidade e toxicidade e 3) a resisténcia a
antimicrobianos (FULLER, 1989; KAILASAPATHY e CHIN, 2000; MATTILA-
SANDHOLM et al., 2002; MARGOLLES et al.,, 2009). As cepas probidticas
selecionadas devem ser tolerantes ao suco gdstrico e aos sais biliares para chegarem a
concentracdo suficiente no intestino, onde devem apresentar capacidade de aderéncia e
colonizagdo nas superficies epiteliais (FULLER, 1989; MATTILA-SANDHOLM et al.,
2002; FRANZ et al., 2011).

De acordo com as diretrizes para avaliagdo de probidticos em alimentos,
(FAO/WHO, 2006), a identificacdo desses micro-organismos deve ser realizada através
de uma combinacdo de técnicas fenotipicas e genéticas, para se atribuir corretamente
seus efeitos benéficos, considerando que os efeitos dos probidticos sdo espécie-
especificos. Testes in vitro sdo uteis para o conhecimento dos mecanismos relacionados
ao efeito probidtico das cepas e podem ser correlacionados com estudos in vivo em
modelos animais. Entretanto, os probidticos para uso humano devem ser validados em
estudos com humanos, considerando-se aspectos de seguranca e eficicia. Para isso,
devem ser realizados testes duplo cego randomizados controlados por placebo, os quais
permitem avaliar a eficicia da cepa probidtica e também determinar possiveis efeitos
adversos (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; FAO/WHO, 2006; MARGOLLES et
al., 2009).

Desde 2008, os micro-organismos permitidos como probidticos no Brasil pela
ANVISA (BRASIL, 2008) sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota,
Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,

Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
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animalis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus

faecium.

2. Lactobacillus sp.

Os lactobacilos sdao ubiquos na natureza, encontrados em meios ricos em
carboidratos. Sao bacilos de 0,5 a 1,2 x 1,0 a 10,0 um, Gram-positivos, imdveis, nao
formadores de esporos e catalase negativo, com algumas excecdes. Sao
homofermentativos obrigatérios em sua maioria, mas podem ser heterofermentativos.
Sdo exigentes nutricionalmente em relacdo a carboidratos, aminodcidos, peptideos,
acidos graxos, sais, acidos nucleicos e vitaminas. Grande quantidade de acido lactico e
pequenas quantidades de outros compostos sdo produzidas por seu metabolismo. Mais
de 100 espécies do género Lactobacillus ja foram identificadas. S3do anaerdbios
facultativos e as vezes microaerdfilos. Sua temperatura de crescimento estd entre 35 e
45°C, ndo havendo crescimento abaixo de 15°C, e seu pH 6timo € de 5,5 a 6,0
(FULLER, 1989, TAMIME e ROBINSON, 1999, BERGEY’S, 2000; VASILJEVIC e
SHAH, 2008; HAMMES e HERTEL, 2006).

Dentre as espécies de lactobacilos, o L. acidophilus ¢ uma das mais pesquisadas
e empregadas como probidtico em alimentos, principalmente em produtos lacteos. O
Lactobacillus acidophilus tem uma temperatura 6tima de crescimento entre 35 e 40°C,
mas pode crescer até 45°C. O pH 6timo de crescimento encontra-se entre 5,5 € 6,0 e sua
tolerancia a acidez varia de 0,3% a 1,9%. Apresenta dimensdes de 0,6 a 0,9 por 1,5 a 6
pm, ocorrendo sozinho, em pares ou cadeias curtas (IDF, 1995; KLAENHAMMER,
1998; GOMES e MALCATA, 1999; HAMMES e HERTEL, 2006). Fermenta os
seguintes carboidratos: amidalina, celobiose, galactose, lactose, maltose, manose,
salicina, sacarose e trealose, podendo fermentar também melibiose, rafinose, arabinose,
ribose, frutose, manitol, sorbitol e esculina (CHARTERIS et al., 2001; HAMMES e
HERTEL, 2006).
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3. BENEFICIOS A SAUDE

Diversos beneficios a satde t€ém sido atribuidos aos produtos contendo micro-
organismos probidticos. Enquanto alguns desses beneficios sdo bem documentados e
estabelecidos, outros t€ém mostrado potencial em modelos animais, ainda necessitando
de pesquisas com humanos. Entretanto, os beneficios sdo especificos de cada cepa, ndo
havendo uma cepa que possua todos os efeitos benéficos ja descritos (VASILIEVIC e
SHAH, 2008). Tais beneficios sdo relatados por diversos autores (LEE e SALMINEM,
1995; CHARTERIS et al., 1998; KAILASAPATHY e CHIN, 2000; FAO, 2001;
TUOHY et al., 2003; VASILJIEVIC e SHAH, 2008) e incluem: aumento da resisténcia
gastrointestinal a colonizacio por patdgenos; estabilizacdo da microbiota intestinal apds
o uso de antibidticos e estimulagdo do sistema imune; promocdo da digestdo da lactose
em individuos com intolerancia; aumento da absor¢do de minerais; alivio da
constipacdo; reducdo da atividade ulcerativa de Helicobacter pylori; diminui¢do do
risco associado a carcinogenicidade e de doenga cardiovascular; efeitos anti-
hipertensivos e hipocolesterolémicos e tratamento e prevencdo de alergias e de
infeccOes urogenitais. O reconhecimento desses beneficios contribuiu de maneira
significativa para o rdpido crescimento e expansao de produtos e suplementos de dietas
baseados em probidticos (STANTON et al.,, 1998; KAILASAPATHY, 2002;
O’FLAHERTY e KLAENHAMMER, 2010).

No Brasil, a Comissdo de Assessoramento Técnico-cientifico em Alimentos
Funcionais e Novos Alimentos, instituida junto a Camara Técnica de Alimentos
(BRASIL, 1999) estabeleceu que a quantidade minima vidvel para os probidticos deve
estar situada na faixa de 10® a 10° UFC na porcao recomendada do produto pronto para
o consumo (BRASIL, 2008). Segundo Vasiljevic e Shah (2008), a sugestdo desses
niveis € feita para compensar o possivel declinio na populacdo do micro-organismo
durante o processamento, estocagem e consumo do produto probidtico, j4 que sua
viabilidade € um dos pré-requisitos para uma série de efeitos benéficos a saide. Neste
contexto, técnicas de enumeracdo adequadas dos micro-organismos probidticos nos
alimentos sdo fundamentais para o controle da quantidade de micro-organismos

ingeridos.
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4. PRODUTOS PROBIOTICOS

Os produtos l4cteos sdao tradicionalmente utilizados para veicular micro-
organismos probidticos, principalmente os fermentados como o iogurte (DAVE e
SHAH, 1997; SHAH e LANKAPUTHRA, 1997; DONKOR et al, 2006, 2007).
Entretanto outros produtos t€m sido estudados, como por exemplo, sobremesas l4cteas
fermentadas (SHAH e RAVULA, 2000), leite acidificado (GROSSO e FAVARO-
TRINDADE, 2004; TABASCO et al., 2007), sorvete (HEKMAT e MCMAHON, 1992;
HOMAYOUNI et al., 2008; AKALIN e ERISIR, 2008; DI CRISCIO et al., 2010),
mousse de chocolate (ARAGON-ALEGRO et al., 2007) e diferentes tipos de queijos
(ROY et al., 1997; GOMES et al., 1998; VINDEROLA et al., 2000; MCBREARTY et
al., 2001; KASIMOGLU et al., 2004; MARUYAMA et al., 2006; PHILIPS et al., 2006;
ONG et al, 2006, 2007; OZER et al., 2008, 2009; BERGAMINI et al., 2005, 2009;
BURITI et al., 2005a,b, 2007; DARUKARADHYA et al., 2006; SOUZA et al., 2008,
2009; RIBEIRO et al., 2009; ONG et al., 2009; FORTIN et al., 2011; SCHELLER e
O'SULLIVAN, 2011; OBERG et al., 2011).

Embora os leites fermentados, especialmente o iogurte, sejam oOs principais
veiculos dos micro-organismos probidticos, os queijos apresentam vantagens em
relagcdo aos leites fermentados na manutengdo da viabilidade desses micro-organismos
(STANTON et al., 1998; SHAH, 2007; OZER et al., 2008; KARIMI et al., 2011). A
matriz proteica formada no processo de fabricacdo de queijos por coagulacdo
enzimadtica proporciona protecdo adicional aos probidticos sensiveis a acidez, tanto no

produto como no trato gastrointestinal (VINDEROLA et al., 2002).

5. ENUMERACAO DE PROBIOTICOS EM PRODUTOS LACTEOS

A viabilidade dos micro-organismos probidticos no produto final € um dos
critérios de qualidade mais importantes, e deve manter-se alta (no minimo 10’ UFC/g)
até o fim de sua vida util (VASILJEVIC e SHAH, 2008; LAHTINEN et al., 2011). Por
isso, técnicas de enumeragdo eficientes sao necessdrias para verificar a viabilidade dos
micro-organismos probidticos nos produtos, para garantir que estejam presentes nas

quantidades minimas exigidas pela legislacdo, e assim exercam seus efeitos benéficos a
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saude dos consumidores (SHAH, 2000; VASILJEVIC e SHAH, 2008; LAHTINEN et
al., 2011).

Tradicionalmente, a enumeracdo de micro-organismos em alimentos tem sido
realizada por contagem em placas. Nesse método, a amostra é homogeneizada em
tampao, meio nutriente ou solucdo salina e as diluicdes apropriadas sdo plaqueadas em
meio base ou seletivo suplementado com 4gar. Os dois métodos padrdes para o preparo
das placas sdo o plaqueamento em superficie (spread plate) e em profundidade (pour
plate). As contagens de micro-organismos sdo determinadas apds a incubacdo em
condi¢des adequadas, por enumeracdo de coldnias, e o resultado € expresso como
unidades formadoras de colonias (UFC) (ASHRAF e SHAH, 2011; LAHTINEN et al.,
2011).

Diversos meios para enumeracdo de micro-organismos probidticos tém sido
propostos, porém a maioria € baseada em culturas puras desses micro-organismos. A
enumeracdo de uma tnica cepa usando um meio seletivo € facilmente realizada.
Entretanto, os micro-organismos probidticos sdo frequentemente incorporados em
alimentos em combina¢do com outras bactérias dcido-lacticas, o que cria um desafio na
enumeracao especifica dos micro-organismos por métodos tradicionais (THARMARAJ

e SHAH, 2003; ASHRAF e SHAH, 2011; LAHTINEN et al., 2011).

Para a contagem de micro-organismos probidticos em alimentos, meios
diferenciais e seletivos tém sido empregados. Meios diferenciais permitem o
crescimento de diferentes micro-organismos, sendo possivel realizar a diferenciacdo do
micro-organismo de interesse, com sua contagem, pela morfologia das coldnias. Os
meios seletivos favorecem o crescimento do micro-organismo de interesse, inibindo o
crescimento de outros micro-organismos, uma vez que consideram suas caracteristicas
metabolicas especificas e assim, todas as colonias contadas nas placas sdo consideradas
como o micro-organismo de interesse. Para tal propdsito € utilizada a adi¢do de
compostos inibitérios (como antibidticos ou metais pesados), variacdes quimicas dos
meios (por exemplo, pH) ou condi¢des de incubagio (temperatura e niveis de oxigénio).
E importante lembrar que o uso desse tipo de meio pode limitar o crescimento e a

recuperacdo de células metabolicamente injuriadas devido a presenca de agentes
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seletivos, o que pode subestimar a populacdo real de micro-organismos presentes.
Porém, o uso de meios seletivos permite a contagem direta de colonias em placas sem
necessidade de andlise complementar, sendo de facil execucao (LAHTINEN et al.,

2011; OBERG et al., 2011).

Do ponto de vista prético, a enumeracdo diferencial de micro-organismos
probidticos e culturas lacticas em alimentos nao é simples, devido a presenca de varios
micro-organismos com condicdes de crescimento e caracteristicas metabdlicas
similares. A observacdo fenotipica pode nem sempre ser estdvel e a identificacdo da
colonia € subjetiva. Portanto, para uma enumeracdo mais conclusiva do micro-
organismo probidtico, um meio especificamente seletivo deve ser desenvolvido para
espécies ou grupos (THARMARAIJ e SHAH, 2003; VAN DE CASTEELE et al., 2006;
ASHRAF e SHAH, 2011; LAHTINEN et al., 2011; KARIMI et al., 2012).

Dentre uma variedade de meios desenvolvidos, poucos foram validados em
estudos comparativos para a enumeracdo de probidticos, principalmente em produtos
lacteos, com adequada quantificacdo, recuperacdo e diferenciacdo de outros micro-
organismos presentes no produto (THARMARAJ e SHAH, 2003). O Quadro 1
apresenta diferentes meios de cultura indicados como seletivos para a contagem de
Lactobacillus acidophilus a partir de estudos com culturas puras e o Quadro 2 apresenta
a utilizacdo de diversos meios de cultura seletivos para a enumeracdo de L. acidophilus

em queijos.
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Quadro 1 - Meios seletivos para contagem de Lactobacillus acidophilus a partir de

andlises com culturas puras

Condicoes de

Outros micro-organismos

Meio Aditivos . - Referéncias
incubacio presentes
p 43°C, 72 horas, .
Agar MRS - .oras Lactococcus lactis IDF (1995)
anaerobiose
. S. th hilus,
Agar MRS , 37°C, 72 horas, CTTHOPALHS Dave e Shah
. Sorbitol . L. bulgaricus e
sorbitol anaerobiose o . (1996)
Bifidobacterium sp.
P B. bifidum, Vinderol
Agar MRS . 37°C, 72 horas, {fidum . H,l er9 ac
bile Bile anaerobiose S. thermophilus e Reinheimer
i i
L. bulgaricus (1999)
L. bulgaricus,
S. th hilus, L. ]
. . . 37°C, 72 horas, ErMOpRIUS, L. caset, Tharmaraj e Shah
Agar sorbitol Sorbitol . L. rhamnosus,
anaerobiose . . (2003)
Bifidobacteria e
Propionibacteria
L. bulgaricus,
. 37°C, 72 horas, S. thermophilus caset Tharmaraj e Shah
Agar maltose Maltose ) L. rhamnosus,
anaerobiose . . (2003)
Bifidobacteria e
Propionibacteria
. 37°C, S. th hilus,
Agar MRS . .. ermo? s Van de Casteele
. . Clindamicina 24-72 horas, L. bulgaricus, Lactococcus
clindamicina . . et al. (2006)
anaerobiose lactis e Leuconostoc sp.
P Bifidobacteria, L. A .
Agar MRS Bile 37°C, 72 horas, Slt;z obac e;r.lla . caset Mortazavian et al.
. thermophilus,
bile aerobiose P (2007)

L. bulgaricus

Fonte: Diversos autores
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Quadro 2 - Meios de cultura utilizados para contagem seletiva de Lactobacillus

acidophilus em queijos, fabricados com adicdo de cultura de Lactococcus sp.

e . Ti
Meio Aditivos C.o nd1§06§ de Ol.ltI'OS miero 1po. d ¢ Referéncias
incubacio organismos presentes queijo
p Lact lactis, ij )
Agar Bile 37°C, 72 horas, I;Zicﬁfli)i)iccbtt::rizc Lzs (f)r:l]s Vinderola et
MRS bile aerobiose . T i al. (2000)
casei, S. thermophilus argentino
. Agar MRS Lact lacti. ..
Agar ga,r . 37°C, 72 horas, ac O_COCCMS ac- " Queijo Kasimoglu et
acidificado . lactis e L. lactis
MRS anaerobiose . branco turco al. (2004)
(pH 5,4) cremoris
A L .A .
gar 43°C, 72 horas, actococcus lactis Queijo Buriti et al.
MRS Maltose . lactis e L. lactis Minas
anaerobiose . (2005a)
maltose cremoris Frescal
Agar MRS L?ct?coczuj la;tis
p actis e L. lactis
Agar com verde de | 37°C, 48 horas, cremoris. B. lactis Queijo Phillips et al.
, D. s,
MRS-BC | bromocresol e anaerobiose . Cheddar (2006)
clindamicina L. paracasei
Bifidobacterium sp.
Lactococcus lactis
A lactis e L. lacti
gar . 37°C, 72 horas, ac 1.s ¢ L tac l? Queijo Ong et al.
MRS Sorbitol . cremoris, L. casei, B.
. aerobiose . Cheddar (2006)
sorbitol longum, L. paracasei,
B. lactis
RCA com Lact lacti
actococcus lactis
RCABC verde de 37°C, 48 horas, lactis e L. lactis Queijo Darukaradhya
12 .
bromocresol e anaerobiose . . Cheddar et al. (2006)
. . cremoris, B. lactis
clindamicina
gar 37°C, 72 horas, acto'coccus lac.tls Qu,eljo Buriti et al.
MRS Maltose . lactis e L. lactis Minas
aerobiose . (2007)
maltose cremoris Frescal
A Lactococcus lacti i
Mil; Sorbitol 37°C, 72 horas, Z; ?;oeczujajfsls Queijo Ozer et al.
ClL . [4
. anaerobiose . Kasar (2008, 2009)
Sorbitol cremoris,
A Lact, lacti
Mia; Sorbitol 37°C, 72 horas, ;zc ?coeczu; atc, ” Queijo Ong e Shah
actis e L. lactis
. anaerobiose . Cheddar (2009)
sorbitol cremoris
Agar Sorbitol 45°C, 72 horas, Lactococcus, L. casei, Queijo Oberg et al.
MRSS anaerobiose Bifidobacterium sp. Cheddar (2011)

Fonte:Diversos autores

Dentre as metodologias para a contagem seletiva de Lactobacillus acidophilus, o

adgar MRS adicionado de bile, incubado a 37°C por 72 horas em aerobiose foi descrito

pelo IDF (1995) para contagem seletiva desse micro-organismo em presenca de culturas

de iogurte (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus) e de bifidobactérias.

A eficiéncia desse meio também foi considerada por Vinderola e Reinheimer (1999),
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que avaliaram 15 meios de cultura para a contagem seletiva de L. acidophilus e B.
bifidum em presenca de culturas de iogurte e concluiram que o dgar MRS adicionado de
bile foi seletivo para a contagem de L. acidophilus em produtos lacteos fermentados. O
mesmo grupo de pesquisa utilizou posteriormente d4gar MRS adicionado de bile, nas
mesmas condicdes de incubagdo, para a contagem seletiva de L. acidophilus em queijo
fresco argentino produzido com adi¢cdo de Lactococcus lactis e B. bifidum e obtiveram

altas contagens nos queijos (em torno de 8 log UFC/g) (VINDEROLA et al., 2000).

O Lactobacillus acidophilus 1La5 (Christian Hansen) € uma das cepas probidticas
mais estudadas, com aplicagdo em diferentes produtos lacteos. Para a sua contagem
seletiva em presenga de culturas mesofilicas, o laboratério que comercializa a cepa
recomenda a utilizacdo de dgar MRS adicionado de clindamicina, com incubagdo a
37°C em anaerobiose (CHRISTIAN HANSEN, 2007). Da mesma forma, Van de
Casteele et al. (2006), a partir de andlise de culturas puras, consideraram o dgar MRS
adicionado de clindamicina eficiente para a contagem seletiva de L. acidophilus em
queijos, uma vez que nesse meio, 0 micro-organismo probidtico se desenvolveu,
enquanto que, ndo houve desenvolvimento do fermento l4ctico do queijo (constituida de
Lactococcus lactis e Leuconostoc sp.). Segundo IDF (2010) o 4gar MRS adicionado de
clindamicina e ciprofloxacina é considerado adequado para contagem de L. acidophilus

em fermento lactico.

Outros meios de cultura foram considerados seletivos para a contagem de
Lactobacillus acidophilus, baseados em experimentos realizados com culturas puras,
como no estudo de Dave e Shah (1996), onde foram avaliados 15 meios de cultura para
a contagem seletiva de diferentes micro-organismos: Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus e bifidobactérias. Para a contagem
de L. acidophilus, o meio considerado seletivo na presenca das culturas testadas foi o
agar MRS adicionado de sorbitol, incubado a 37°C por 72 horas em anaerobiose.
Embora no referido estudo ndo tenha sido feita mencdo da efetividade do dgar MRS
adicionado de sorbitol na selecdo de L. acidophilus em queijos, o mesmo grupo de
pesquisadores desenvolveu estudos posteriores utilizando esse meio para a contagem
seletiva de L. acidophilus em queijo Cheddar, fabricado com adi¢do de Lactococcus

lactis (ONG et al., 2006; ONG e SHAH, 2009). Outro grupo de pesquisadores também
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utilizou a mesma metodologia para a contagem seletiva de Lactobacillus acidophilus
em queijo turco salgado com adi¢do de Lactococcus lactis (OZER et al., 2008, 2009).
Em todos os trabalhos acima citados, os queijos probidticos obtiveram altas contagens

(em torno de 8 log UFC/g) de Lactobacillus acidophilus.

Em estudo recente realizado por Oberg et al. (2011), foram produzidos queijos
Cheddar com adi¢dao de diferentes micro-organismos probidticos, utilizados como
culturas adjuntas (L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, Bifidobacterium lactis), além
do fermento lactico de Lactococcus. Os queijos foram analisados por seis meios de
cultura seletivos para a enumeracdo dos probidticos e do fermento lactico. O dgar MRS
com adi¢do de sorbitol incubado a 37°C, em anaerobiose, foi utilizado para a contagem
de bactérias l4cticas totais, uma vez que foi considerado um meio de cultura ndo
exclusivo, pois houve desenvolvimento de todas as culturas testadas. Para a contagem
seletiva de Lactobacillus acidophilus, o 4gar MRS com sorbitol como tnica fonte de
carboidrato, incubado a 45°C por 72 horas em anaerobiose, foi considerado eficiente,

uma vez que o fermento l4ctico de Lactococcus nao se desenvolveu nessa condi¢do.

Os micro-organismos do fermento lactico do queijo, geralmente composto de
Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris, também sao contados
seletivamente quando em presenga de micro-organismos probidticos. Na literatura hé a
descri¢ao do dgar M17 adicionado de lactose e incubado a 30°C para a contagem dos
lactococos (TERZAGHI e SANDINE, 1975), cujo meio tem sido o mais utilizado para a
contagem seletiva destes micro-organismos em presenca de Lactobacillus acidophilus
(VAN DE CASTEELE et al., 2006; DARUKARADHYA et al., 2006, ONG et al.,
2006; ONG e SHAH, 2008, 2009; OBERG et al., 2011). Kasimoglu et al. (2004)
utilizaram 4gar M 17 incubado a 37°C para a contagem seletiva de lactococos em queijo

branco turco adicionado de Lactobacillus acidophilus.

Embora diversas condi¢des reportadas na literatura tenham apresentado bons
resultados para a contagem seletiva sendo consideradas eficientes, a eficiéncia é
dependente de algumas varidveis como a cepa utilizada, a presenca de outras culturas no
produto e o tipo de produto ao qual os probidticos serdo adicionados. Para a escolha da

metodologia seletiva a ser utilizada no produto lacteo probidtico, € importante testar
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diferentes situacdes que apresentaram resultados positivos em outros estudos, com o
objetivo de selecionar a condi¢do mais efetiva na enumeracdo de micro-organismos

probidticos.

A escolha de uma metodologia inadequada pode resultar em uma avaliacdo
errbnea a respeito da viabilidade dos micro-organismos presentes nos produtos,
podendo superestimar ou subestimar sua populagdo. Todavia, a viabilidade dos
probidticos em produtos lacteos € afetada por outros fatores, como o pH, a presenga de
oxigénio, a compatibilidade com culturas lacticas, bem como pela producdo de peréxido
de hidrogénio por essas culturas (SHAH et al., 1995; DAVE e SHAH, 1997; SHAH,
2000). A viabilidade desses micro-organismos também ¢ afetada pelas condicdes
encontradas durante a passagem pelo trato gastrointestinal, que se consituem o principal
desafio a efetividade dos probidticos (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; FRANZ et
al., 2011).

Diante disso, algumas alternativas podem ser utilizadas para melhorar a
viabilidade dos probidticos nos produtos aos quais foram adicionados e, principalmente,
durante seu consumo. A microencapsulacao € uma das alternativas mais promissoras e

tem sido amplamente estudada.

6. MICROENCAPSULACAO

Os micro-organismos probidticos podem ser microencapsulados por métodos
fisicos, quimicos e fisico-quimicos, utilizando-se como materiais de parede,
polissacarideos, celulose, lipidios e proteinas (SHAHIDI e HAN, 1993; GIBBS et al.,
1999). Algumas técnicas disponiveis, tais como secagem por atomizagdo ou
envolvimento lipossémico, podem ndo ser adequadas para a microencapsulacio de
probidticos, pois requerem o emprego de altas temperaturas ou solventes organicos, o
que pode ser prejudicial aos micro-organismos (LAMBERT et al., 2008). Outras
técnicas, como a gelificacio idnica e a coacervacdo complexa, que podem ser
conduzidas em condicdes mais brandas, podem garantir maior sobrevivéncia dos micro-

organismos durante a microencapsulagao.
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A gelificacdo i6nica € baseada na capacidade de polissacarideos negativamente
carregados, como pectina, alginato, goma carragena e goma gelana de formar gel na
presenca de ifons como o cdlcio (BUREY et al.,, 2008; SMRDEL et al., 2008). As
interacdes dos fons, como o Ca®*, com os grupos carboxilicos dos polissacarideos
resultam na formacdo de géis insoldveis. A partir do gotejamento do polissacarideo com
o material a ser encapsulado em uma solucdo de fons hd a formag¢ao das microparticulas.
O contato das gotas com os ions resulta na formacao instantanea de estruturas esféricas
contendo o material a ser encapsulado disperso uniformemente pela matriz de
polissacarideo (SMRDEL et al., 2008; BUREY et al., 2008), conforme mostrado na
Figura 1. Esse gotejamento € feito através de um bico atomizador com alta pressdo, € o
tamanho das gotas e consequentemente das microparticulas depende do diametro do
bico atomizador, da taxa de fluxo e da viscosidade da solucio (BUREY et al., 2008;
BURGAIN et al., 2011).
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probidticas hidrocoléide
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6.0 ()
Microcapsulas
@ probiéticas

Agitacdo
Figura 1: Representacdo esquemadtica da microencapsulacdo de probidticos por técnica

de gelificacdo i6nica.

Fonte: Adaptado de Heidebach et al. (2012).
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Na coacervagao complexa, a formagao dos complexos de biopolimeros deve-se
principalmente as interagcdes eletrostaticas que dependem do grau de ionizagdo dos
mesmos e, portanto do pH. Essa técnica é baseada na formacdo de complexos entre
polimeros de cargas opostas, geralmente proteinas e polissacarideos (WEINBRECK et
al., 2004ab). Em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico, as proteinas possuem cargas
positivas e podem interagir com polissacarideos de carga negativa, por interacao
eletrostdtica com os grupos carboxilicos, por exemplo. A coacervagdo depende da carga
liquida do sistema, sendo consequentemente influenciada por pardmetros estruturais dos
biopolimeros e pelas condi¢des do meio como pH, for¢a idnica, temperatura e natureza

dos reagentes (WEINBRECK et al., 2003; PRATA, 2006).

A escolha do agente encapsulante depende de varios fatores, como a nao
reatividade com o material que serd encapsulado, o processo utilizado para a
microencapsulacdo e o mecanismo de liberagdo ideal. O tamanho das microcapsulas
pode variar de alguns poucos nandmetros até varios micrometros; a forma dessas
microcdpsulas também € varidvel em funcdo do método e do agente encapsulante

utilizados para prepard-las (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

O material encapsulante mais utilizado € o alginato (de calcio ou de sédio) uma
vez que ele ndo é toxico e € disponivel a baixo custo (LISERRE et al., 2007).
Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. tém sido microencapsulados em alginato por
técnica de emulsdao (SHAH e RAVULA, 2000; HANSEN et al., 2002; DING e SHAH,
2007) e gelificacio ibnica (FAVARO-TRINDADE e GROSSO, 2000;
CHANDRAMOULI et al., 2004; KAILASAPATHY e SUREETA, 2004; MANDAL et
al., 2006).

Entretanto, outros materiais também t€ém sido utilizados na microencapsulagao
de probiodticos, tais como k-carragena (ADHIKARI et al., 2003), acetato fitalato de
celulose (FAVARO-TRINDADE e GROSSO, 2002), gelatina (HSIAO et al, 2004;
ANNAN et al, 2008), pectina e caseina (OLIVEIRA et al., 2007a,b) e proteinas do soro
(PICOT e LACROIX, 2004; KAILASAPATHY e SUREETA, 2004; DOHERTY et al.,
2010, 2011). Esses materiais tém sido usados para a microencapsulacdo de bactérias

probidticas através de secagem por atomizacdo (FAVARO-TRINDADE e GROSSO,
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2002; HSIAO et al, 2004; PICOT e LACROIX, 2004), gelificagdo idnica
(KAILASAPATHY e SUREETA, 2004), emulsdo (ADHIKARI et al., 2003; ANNAN
et al, 2008) e combinacdo de métodos como coacervacdo complexa ou emulsdao
seguidas de secagem por atomizacdo (OLIVEIRA et al., 2007a.; PICOT e LACROIX,
2004).

A pectina é um polissacarideo que possui grande quantidade de 4cido
galacturbnico, e também aguicares neutros como a ramnose. As pectinas sdo
classificadas de acordo com o grau de esterificacdo, que pode variar dependendo da
fonte e das condi¢des de obtencdo da pectina em: 1) baixo grau de esterificacdo (25 a
50%) e 2) alto grau de esterificacdo (50 a 80%), formando géis de diferentes tipos, que
sdo chamados de géis de calcio e géis acidos, respectivamente. Nas pectinas de baixo
grau de esterificacdo, o gel é formado na presenca de Ca® que age como uma ponte
entre grupos carboxilicos das moléculas de pectina. Esse tipo de pectina € quimicamente
mais estdvel a umidade e ao calor do que a de alto grau de esterificacdio (AXELOS,
1991; THAKUR et al., 1997; LIU et al., 2003). A interacdo entre os grupos carboxilicos
das moléculas de pectina e os ions calcio € conhecida como "caixa de ovos" (AXELOS,

1991; LIU et al., 2003), e € apresentada na Figura 2.
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Figura 2: Representa¢do esquemadtica das ligagdes entre os grupos carboxilicos das
moléculas de pectina e os fons célcio, conhecidas como "caixa de ovos", onde as cadeias
poliméricas seriam as moléculas de pectina (caixa de ovos) e os pontos os fons célcio
(ovos).

Fonte: Axelos (1991)
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A gelificacdo da pectina é afetada por fatores intrinsecos e extrinsecos, que
incluem o grau de esterificacdo, a distribuicdo de cargas das moléculas, peso molecular,
forca i6nica, pH e temperatura (THAKUR et al., 1997; LIU et al., 2003). A pectina é
resistente a proteases e amilases ativas no trato gastrointestinal superior, enquanto é
digerida pela microbiota presente no cdlon, que consiste predominantemente de micro-
organismos anaerdbios, que fermentam substancias que ndo sdo digeridas no intestino

delgado, como os polissacarideos (LIU et al., 2003).

A liberac@o completa do micro-organismo probidtico das microcdpsulas deve ser
garantida, para que seja possivel sua coloniza¢do no intestino, o que € um requisito
importante para que esses micro-organismos exercam seus efeitos benéficos a sadde
(HEIDEBACH et al., 2012). Esta liberacdo pode ser realizada através de diferentes vias,
como alteracdo do pH ou da temperatura do meio, estresse mecanico, atividade

enzimatica, tempo e forca osmética (ANAL e SINGH, 2007).

A utilizacdo de proteinas na microencapsulacdo de micro-organismos
probidticos tem sido crescentemente explorada devido a sua compatibilidade com a
maioria das matrizes alimenticias, sua capacidade de formar microcdpsulas por
diferentes técnicas e sua digestibilidade, que € importante para a liberacdo dos
probidticos no trato intestinal (HEIDEBACH et al., 2012). As proteinas do soro do leite
tém sido aplicadas na microencapsulacdo de probidticos por diversos autores (PICOT e
LACROIX, 2004; KAILASAPATHY e SUREETA, 2004; DOHERTY et al., 2010,
2011). Além de serem utilizadas como material de parede na producdo das
microcdpsulas, as proteinas de soro podem ser utilizadas como material de recobrimento
das mesmas, uma vez que o recobrimento promove a deposicdo de uma camada
adicional sobre a superficie da microcdpsula, o que em condicdes adversas, pode
aumentar a protecao ao seu contetido, como 0s micro-organismos, por exemplo. Isso é
conseguido pela imersdo das microcapsulas de gelificacio em uma solucao de cobertura

composta por polimeros (HEIDEBACH et al., 2012).

O soro do leite € um produto obtido da fabricacido dos queijos e contém cerca de
0,6% de proteina (HAMBRAEUS e LONNERDAL, 2003). Essas proteinas sao

globulares, com grandes quantidades de estruturas secunddrias, tercidrias e até
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quaterndrias e contém pontes dissulfito intramoleculares que estabilizam sua estrutura.
Sado soldveis em pH 4,6 e podem ser desnaturadas com tratamento térmico, sendo o
aquecimento a 90°C por 10 minutos, responsdvel por sua completa desnaturagdo. As
proteinas presentes no soro sdo a B-lactoglobulina (aproximadamente 50% das proteinas
do soro), a-lactoalbumina (aproximadamente 20%), albumina bovina sérica,
imunoglobulinas, proteose peptonas e outras proteinas como lactoferrina,
lactoperoxidase e transferrina. Um dos produtos que contém essas proteinas € o
concentrado proteico de soro (CPS), que é obtido por ultrafiltragdo e diafiltracao do soro
doce e pode conter de 35 a 90% de proteinas (FOX, 2001; FOX e KELLY, 2003;
CARR et al., 2003; HAMBRAEUS e LONNERDAL, 2003). O concentrado proteico de
soro tem sido utilizado na microencapsulacdo como uma das principais fontes de

proteinas.

Interagdes com polissacarideos podem influenciar as propriedades funcionais
das proteinas, como a solubilidade, a estabilidade conformacional, a capacidade de
formar gel e as propriedades emulsificantes (YE, 2008). Entretanto, entre proteinas e
polissacarideos anidnicos pode haver uma interacdo atrativa se esses componentes
forem eletricamente compativeis (ZALESKA et al., 2000). A forma¢dao de complexos
entre proteinas do leite e polissacarideos ocorre principalmente por interacdes
eletrostiticas, que sdo afetados pelo pH, forca i6nica, carga e concentracdo do

polissacarideo e a propor¢ao dos biopolimeros (YE, 2008).

Microcdpsulas de pectina produzidas por gelificacdo idnica possuem carga
superficial negativa e, desta forma, podem ser recobertas com proteina de soro, por
interacdo eletrostdtica, quando em solucdes com pH abaixo do seu ponto isoelétrico.
Além da associacdo da gelificagdo i0nica com a coacervacao complexa, a associacdo de
outras técnicas de microencapsulacdo pode ser vantajosa, conforme mostrado por
Krasaekoopt et al. (2004), Iyer et al. (2005), Oliveira et al. (2007ab) e Annan et al.
(2008).
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7. SIMULACAO DA PASSAGEM PELO TRATO GASTROINTESTINAL

A simulagdo das condi¢des adversas encontradas pelo micro-organismo
probidtico durante sua passagem pelo trato gastrointestinal (TGI) € utilizada como
referéncia para avaliar a resisténcia desses micro-organismos durante o consumo de
produtos probidticos. Estas condi¢des incluem baixo pH (1,0 a 3,0), presenca de
enzimas, tais como pepsina e pancreatina, e sais biliares (KAILASAPATHY e CHIN,
2000; KAILASAPATHY, 2002, 2006; VASILJEVIC e SHAH, 2008). De forma geral,
os diversos estudos indicam que a passagem pelo TGI € prejudicial a viabilidade dos

micro-organismos probioticos.

A exposicao de L. acidophilus CSCC 2400 a pH 2,0 por 3 horas na forma livre e
microencapsulada em alginato de célcio por técnica de gelificacdo i0nica, apresentou
reducdio de 5 e 3 ciclos logaritmicos da sua populacdo, respectivamente
(CHANDRAMOULI et al.,, 2004). Favaro-Trindade e Grosso (2000) também
observaram que a microencapsulacdo de L. acidophilus La-05 e B. lactis Bb-12 em
alginato de sédio por gelificacdo 16nica conferiu protecdo aos micro-organismos, os
quais ndo apresentaram reducao significativa na populacdo quando submetidos a pH 2,0
por 3 horas. Entretanto, no pH 1,0 ambos 0s micro-organismos, livres ou encapsulados,
apresentaram reducdo total de sua populacio apés uma hora de exposicao,
possivelmente, devido a porosidade do gel de alginato que permitiu a difusdo de fons H"

para o interior das cdpsulas, afetando a viabilidade das células bacterianas.

O efeito protetivo conferido a L. acidophilus 547, B. bifidum ATCC 1994 e L.
casei 01 frente a condigdes acidas (pH 1,55 por 2 horas) foi avaliado apds recobrimento
de microcédpsulas de alginato de sédio obtidas por gelificacdo idnica por Krasaekoopt et
al. (2004). Foram testados trés tipos de materiais, quitosana, alginato de sodio e poli-L-
lisina combinados com alginato. Os resultados indicaram que as capsulas de alginato
recobertas com quitosana conferiram maior protecdo para L. acidophilus 547 e L. casei
01 quando comparados aos outros materiais de recobrimento. Entretanto, o
recobrimento das cdpsulas ndo foi eficiente na protecdo de B. bifidum ATCC 1994 nas

condi¢Oes acidas avaliadas (KRASAEKOOPT et al., 2004).
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A utilizagdo de proteinas como matriz ou como cobertura na producdo de
microcdpsulas parece ser promissora, uma vez que promove prote¢do substancial para
0s micro-organismos probidticos durante o transito gastrointestinal (HEIDEBACH et
al., 2012). Gbassi et al. (2009) avaliaram a sobrevivéncia de Lactobacillus plantarum
microencapsulado em alginato de sédio por técnica de gelificacdo idnica, com e sem
recobrimento com proteinas de soro, durante exposi¢do a suco gastrico artificial (pH
1,8) e suco intestinal artificial (pH 6,5). Os autores observaram maior protecdo ao

micro-organismo probidtico quando nas microcdpsulas recobertas.

Microcdpsulas de isolado protéico de soro produzidas através de secagem por
atomizacao foram eficazes para proteger B. breve R070 e B. longum R023 submetidos a
condi¢Oes que simulam o trato gastrointestinal humano, pH 1,9 e 7,5 com presenca de

enzimas pepsina e pancreatina e também sais biliares (PICOT e LACROIX, 2004).

Gerez et al. (2012) produziram microcapsulas de pectina recobertas com
proteina de soro contendo Lactobacillus rhamnosus CRL 1505 e observaram que as
microcdpsulas conferiram protecdo ao micro-organismo quando exposto a pH 1,2 e 3,0,

comparado ao micro-organismo livre.

A grande maioria dos estudos mostra que a microencapsulacdo dos micro-
organismos probidticos confere maior viabilidade aos mesmos durante a exposicdo a
condi¢des que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal, sendo efetiva na sua
protecdo a condigdes adversas. Entretanto, a eficiéncia dessa protecdo depende de
diversos fatores como a técnica e os materiais utilizados na microencapsulacio, as
condic¢des de simulagcdo do trato gastrointestinal e, principalmente, a cepa utilizada nos

estudos.

Micro-organismos probidticos em diferentes tipos de microcdpsulas t€m sido
aplicados em diversos produtos e entre eles os produtos lacteos sdo os mais estudados,
uma vez que sao considerados adequados para a veiculagdo dos mesmos. Embora os
leites fermentados sejam os produtos mais estudados, os queijos também tém

apresentado vantagens na manuten¢do da viabilidade dos probidticos.
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8. QUEIJOS ADICIONADOS DE MICRO-ORGANISMOS PROBIOTICOS

Os queijos sdo considerados alimentos adequados para a veiculagdo de micro-
organismos probidticos devido ao seu pH, alto teor de gordura e consisténcia sélida
proveniente da sua matriz proteica, além de serem considerados ambientes anaerébios,
contribuindo assim para a manutencdo da viabilidade desses micro-organismos, tanto no
produto, como na passagem pelo trato gastrointestinal (STANTON et al., 1998; ROSS
et al., 2002; VINDEROLA et al., 2002; SHAH, 2007; OZER et al., 2008; KARIMI et
al., 2011).

As cepas probidticas normalmente utilizadas para fabricacdo de queijos sdo de
Lactobacillus sp. e de Bifidobacterium sp. Na maioria dos estudos, a adicdo de bactérias
probidticas € realizada na forma livre para fabricacdo de diferentes tipos de queijos,
sendo o mais estudado o Cheddar (STANTON et al.,, 1998; DAIGLE et al., 1999;
GARDINER et al.,, 1999; LYNCH et al., 1999; McBREARTY et al., 2001;
DARUKARADHYA et al., 2006; PHILIPS et al., 2006; ONG et al, 2006, 2007; ONG e
SHAH, 2008, 2009; FORTIN et al., 2011; OBERG et al.,, 2011; SCHELLER e
O'SULLIVAN, 2011). Outros tipos de queijos também tém sidos estudados como o
Gouda (GOMES et al., 1998), queijo fresco cremoso ultrafiltrado (ROY et al., 1997;
VINDEROLA et al., 2000), Pategrass (BERGAMINI et al., 2005, 2009), Feta
(KASIMOGLU et al., 2004), Petit Suisse (MARUYAMA et al., 2006; CARDARELLI
et al.,, 2007, PEREIRA et al., 2010), Prato (CICHOSKI et al., 2008); Minas Frescal
obtido pelo processo tradicional (BURITI et al., 2005a,b; BURITI et al., 2007; SOUZA
et al., 2008; SOUZA e SAAD, 2009; FRITZEN-FREIRE et al., 2010; ALVES et al.,
2011) e Minas Frescal obtido por ultrafiltracdo do leite (RIBEIRO et al., 2009).

Todavia, a adicdo de micro-organismos probidticos na forma encapsulada
também tem sido avaliada para fabricacdo de queijo Cheddar (DINAKAR e MISTRY,
1994; GARDINER et al., 2002); Crescenza (GOBBETTI et al., 1998), Kasar (OZER et
al, 2008), queijo branco turco (OZER et al, 2009) e queijo branco ultrafiltrado iraniano
(ZOMORODI et al., 2011).
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Na fabrica¢do da maioria desses queijos a cultura probidtica € adicionada ao
leite juntamente com a cultura tradicional e antes da adi¢do do coalho. Em alguns casos,
como para o queijo Minas Frescal, que atualmente é fabricado com substitui¢do total ou
parcial da cultura lactica por dcido lactico, a cultura probidtica é adicionada ao leite
juntamente com o dcido lactico (BURITI et al., 2005a,b). Entretanto, a adi¢do de micro-
organismos probidticos microencapsulados também pode ser realizada na massa do

queijo (DINAKAR e MISTRY, 1994).

A viabilidade da cultura mista de B. bifidum, B. infantis e B. longum, livres e
encapsuladas em alginato de célcio por técnica de coacervacao, foi avaliada no queijo
Crescenza, queijo italiano fresco, de alto teor de umidade (~ 60%). Apds 14 dias de
armazenamento sob refrigeracdo, observou-se redugcdo de 2 ciclos logaritmicos na
contagem de bifidobacterias livres e encapsuladas, indicando a ndo eficiéncia desta

cdpsula na manutenc¢do da viabilidade dos probidticos (GOBBETTI et al., 1998).

Por outro lado, microcdpsulas de alginato de sédio obtidas por gelificagdo i6nica
contendo B. bifidum Bbl2 (que foi reclassificada como B. animalis subsp. lactis,
segundo Masco et al., 2005) conferiram maior protecdo ao probidtico em relacdo ao
micro-organismo livre quando adicionadas ao queijo Kasar (queijo turco de massa
cozida, semi-duro, com 39% umidade). Os micro-organismos encapsulados
apresentaram reducdo de 2 ciclos logaritmicos enquanto os livres apresentaram redugdo
de 5 ciclos apds 90 dias de estocagem a 10°C. Resultados semelhantes foram obtidos
para B. bifidum Bbl2 microencapsulados em «-carragena por técnica de emulsdo,
sugerindo a eficdcia de ambas as microcdpsulas na protecdo do probidtico. No mesmo
trabalho foi mostrado que Lactobacillus acidophilus La5 adicionado ao mesmo queijo
na forma livre apresentou reducdo de 4 ciclos logaritmicos, enquanto que na forma
microencapsulada a reducdo foi de 2 ciclos. A adicdo dos probidticos
microencapsulados ndo afetou a composicao dos queijos, entretanto estes apresentaram
menor protedlise em relagio ao queijo adicionado de micro-organismos livres (OZER et

al., 2008).

Microcépsulas de k-carragena obtidas por gelifica¢do idnica contendo B. bifidum

15696 foram adicionadas ao queijo Cheddar (~ 37% umidade, massa semi-cozida) apos
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a chedarizacdo e o micro-organismo permaneceu vidvel durante seis meses de
maturacdo a 7°C, apresentando neste periodo um aumento de 2 ciclos logaritmicos. A
adicdo do micro-organismo encapsulado ndo afetou a composicdo, sabor, textura e
aparéncia quando comparado ao queijo controle, sem adi¢do de bactéria probidtica

(DINAKAR e MISTRY, 1994).

Ong et al. (2006) também demonstraram que o queijo Cheddar foi efetivo na
veiculacdo de micro-organismos probidticos livres (L. acidophilus 4962, L. casei 279 e
B. longum 1941. L. acidophilus LAFTI L10, L. paracasei LAFTI L26, B. lactis B94)
adicionados juntamente com a cultura tradicional, uma vez que 0s micro-organismos
sobreviveram ao processo tradicional de fabricacdo do queijo e mantiveram-se vidveis
durante 6 meses de maturagcdo a 4°C, apresentando contagens entre 7,5 e 8,5 log ufc/g.
Além disso, os autores observaram que a adi¢do dos micro-organismos probioticos nao
afetou a composicao dos queijos, em relagdo aos teores de gordura, proteina, umidade e
sal. A protedlise foi semelhante até o 4° més de maturacdo e a partir dai, foi observado
aumento no teor de aminodcidos livres, o que mostra um aumento na protedlise
secundéria nos queijos com adi¢do de culturas probidticas, provavelmente devido ao
aumento da atividade das peptidases provenientes das culturas utilizadas. Também foi
observado o aumento da protedlise nos queijos probidticos pelo perfil eletroforético das
amostras, que mostraram hidrélise mais rdpida e mais intensa da as-caseina nos queijos
probidticos. As concentragdes de dcido acético foram maiores para 0S queijos
probidticos em relacdo ao queijo controle, provavelmente devido a adi¢do de
Bifidobacterium sp., que é capaz de produzir esse dcido durante seu metabolismo. Essa
maior concentragdo de 4cido acético pode gerar um defeito sensorial nos queijos,
reduzindo sua aceitacdo. Resultados semelhantes foram observados em outro estudo do
mesmo grupo de pesquisa, onde foram adicionados os mesmos micro-organismos,

porém separadamente em queijo Cheddar (ONG et al., 2007).

Embora se considere que a sobrevivéncia de bactérias probidticas em queijos
frescos seja maior que nos queijos maturados, devido ao menor tempo de
armazenamento, menor teor de sal e maior teor de umidade (BURITI et al, 2005a), a
adicao de probidticos, livres ou encapsulados, tem se mostrado vidvel tanto em queijos

frescos (Minas Frescal e Crescenza) como em queijos maturados (Gouda, Cheddar,
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Pategras, Kasar), submetidos a diferentes tratamentos da massa, incluindo os de massa
crua (Minas Frescal e Crescenza) e semi-cozida (Gouda, Cheddar, Pategras). O queijo
Prato € um queijo semelhante ao Gouda, podendo ser considerado adequado para a

veiculagdo de probidticos, tanto na forma livre quanto na forma microencapsulada.

9. QUELJO PRATO

Segundo a legislacdo brasileira, a partir do Regulamento Técnico Para Fixacao
de Identidade e Qualidade do Queijo Prato (BRASIL, 1997), o queijo Prato € um queijo
maturado, obtido por coagulacdo enzimdtica do leite, complementada pela acdo de
bactérias licticas especificas. E classificado como um queijo gordo, de média umidade e
de massa semicozida. O produto deve apresentar consisténcia semidura, eldstica, com
textura compacta e lisa, podendo apresentar pequenas olhaduras bem distribuidas.
Possui coloragdo amarelada, com sabor e odor caracteristicos e deve ser maturado por
no minimo 25 dias, em temperatura ndo superior a 12°C, acondicionado em embalagens
plésticas. Sua denominacdo compreende as variedades Lanche, Cobocé e Bola, de

acordo com a forma e peso do produto.

O protocolo geral de fabricacdo de queijo Prato inclui: pasteurizacdo do leite
(72-75°C por 15-20 segundos), resfriamento a aproximadamente 32°C, adi¢do de cultura
lactica, cloreto de célcio e coalho na proporc¢ao calculada para a obtencao da coagulacdo
do leite. Apds a coagulagdo, procede-se o corte e o tratamento da massa que inclui
agitacdo, remogdo parcial do soro e adicdo de 4dgua quente para promover O
semicozimento da massa. Atingido o ponto de massa faz-se a separacdo do soro,
enformagem, prensagem e salga em salmoura. O queijo segue para secagem e
embalagem a véacuo para posterior maturagao. Um queijo Prato tipico apresenta cerca de
42 a 44% de umidade, 26 a 29% de gordura, 1,6 a 1,9% de sal e pH entre 5,2 € 5,4
(FURTADO e LOURENCO NETO, 1994).

Na fabricacdo da maioria dos queijos, cepas de diferentes bactérias dcido lacticas
cuidadosamente selecionadas sdo adicionadas ao leite um pouco antes da adi¢do da

renina. A principal fun¢do é produzir 4cido lactico a partir da lactose, e promover
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alteracdes bioquimicas durante a maturacdo, como a produ¢do de compostos de aroma e
sabor, particularmente dcido acético, acetaldeido e diacetil. A producao de 4cido por sua
vez tem trés funcdes principais: melhora a atividade da renina, ajuda na expulsdo do
soro da coalhada e na preven¢do do desenvolvimento de bactérias indesejdveis no queijo

(FOX et al., 2000; PARENTE e COGAN, 2004).

Culturas homofermentativas mesofilicas, como Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris, sao utilizadas em queijos como Cheddar, Gouda,
Edam e Camembert, e sdo as principais responsaveis pela acidificagdo durante a etapa
de fabricac@o do queijo e nos estagios iniciais da maturacdo. Ao fermentarem a glicose,
produzem exclusivamente 4cido lactico L (+) (PARENTE e COGAN, 2004). A acdo
das enzimas provenientes dos micro-organismos € responsdvel pelas alteragdes no
aroma, no sabor e na textura que ocorrem durante a maturacio, e a intensidade dessas
reacoes € diretamente relacionada aos teores de umidade e sal dos queijos (FOX et al.,

2000).

O processo de maturacdo dos queijos é complexo e envolve reagdes
microbiolégicas e bioquimicas que sdo responsdveis pelo desenvolvimento de
caracteristicas de sabor e textura tipicos de cada variedade. As alteracdes na microbiota
do queijo durante a maturagcdo incluem a morte e lise das células da cultura lactica e o
desenvolvimento da microbiota secundéria. As mudancas bioquimicas envolvem a
glicdlise, a lipdlise e a protedlise, seguidos do desenvolvimento de compostos de sabor

e aroma e alteracdes na textura dos queijos (FOX et al., 2000; MCSWEENEY, 2004).

A protedlise dos queijos € primeiramente responsavel pelas mudangas na textura,
devido a hidrélise da matriz proteica por enzimas proteoliticas, que gera produtos que
vao desde grandes peptideos a aminodcidos. Esses compostos sdo substratos para as
reacoes catabdlicas que geram compostos sdpidos e aromaticos, contribuindo
diretamente para o sabor do queijo, entretanto peptideos hidrofébicos podem conferir
sabor amargo em queijos (FOX et al., 2000; SOUZA et al., 2001; MCSWEENEY,
2004).

A adicdo de culturas probidticas em queijos pode interferir nas suas

caracteristicas fisico-quimicas devido a producdo de peptidases intracelulares que
33



podem intensificar a protedlise secundaria dos queijos, com a liberagdo de aminodcidos
livres que sdo precursores importantes de compostos de aroma e sabor (BERGAMINI et
al., 2009). Entretanto, € necessdrio avaliar quais os efeitos da adicdo de micro-

organismos probidticos nos diferentes tipos de queijos.

N3ao se encontrou na literatura cientifica nenhum estudo sobre a adi¢do de micro-
organismos probidticos livres ou encapsulados ao queijo Prato, com foco na avaliacio
de suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante o armazenamento do
produto. No entanto, a viabilidade de B. lactis e L. acidophilus livres foi avaliada em
queijo Gouda, que ¢é similar ao queijo Prato, de massa semi-cozida, com
aproximadamente 42-44% de umidade. B. lactis e L. acidophilus se mantiveram viaveis
por 9 semanas, porém apresentaram reducdo de 1 e 2 ciclos logaritmicos na suas

contagens neste periodo, respectivamente (GOMES et al., 1998).

De forma geral, os estudos mostram que a viabilidade dos micro-organismos
probidticos nos diferentes tipos de queijos, € maior quando esses micro-organismos sao
adicionados na forma microencapsulada em relacdo a forma livre. Assim, a
microencapsulacdo € considerada uma alternativa para manter a viabilidade dos
probidticos durante o processamento, a estocagem € o consumo desses produtos,

garantindo seus efeitos benéficos a satde do consumidor.
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CAPITULO 2 - CONTAGEM SELETIVA DE Lactobacillus acidophilus L.aS EM
QUELJO PRATO

RESUMO

Para uma escolha segura e confidvel do meio de cultura utilizado para a contagem
seletiva de micro-organismos probidticos em produtos ldcteos fermentados, € necessério
avaliar diferentes meios de cultura e condi¢des de incubagdo, tanto para o produto em
estudo como para as culturas puras, pois a presenca de diferentes micro-organismos
pode interferir nos resultados. O objetivo deste capitulo foi avaliar diferentes
metodologias utilizadas para a contagem seletiva de Lactobacillus acidophilus em
presenca de lactococos e, assim, selecionar uma metodologia eficiente para a avaliacdo
da viabilidade de L. acidophilus em queijo Prato probidtico produzido com adi¢do de
Lactobacillus acidophilus e Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris. Foram utilizadas quatro metodologias para a contagem seletiva de L.
acidophilus, todas em condi¢Oes de anaerobiose: 1) dgar MRS com adi¢do de solugdo
de bile; 2) 4gar MRS com adicao de solucdo de clindamicina, ambos incubados a 37°C
por 72 horas; 3) 4gar MRS com adicdo de sorbitol incubado a 37°C e 4) 4gar MRS com
adicdo de solucdo de sorbitol incubado a 45°C, por 72 horas. Para a contagem de
Lactococcus lactis foi utilizado dgar M 17 suplementado com lactose, incubado a 30°C e
a 37°C, ambos em condi¢des de aerobiose por 48-72 horas. Todas as metodologias
foram utilizadas tanto no plaqueamento de culturas puras de Lactobacillus acidophilus e
Lactococcus lactis como no plaqueamento do queijo Prato probidtico produzido com a
adi¢do dessas duas culturas. Os resultados mostraram que o meio efetivamente seletivo
para a contagem de Lactobacillus acidophilus em queijo Prato foi o dgar MRS
adicionado de sorbitol e incubado a 45°C, e para a contagem de Lactococcus lactis o
meio selecionado foi o d4gar M17 incubado a 30°C, uma vez que nesses meios somente

se desenvolveram os micro-organismos de interesse.
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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos probidticos tem se tornado um componente significativo
da industria de produtos funcionais, contribuindo para um mercado que envolve bilhdes
de dolares (O’FLAHERTY e KLAENHAMMER, 2010). Os produtos lacteos tém sido
os mais utilizados para a veiculacdo dos probidticos, entretanto, a viabilidade dos
micro-organismos probidticos em produtos lacteos deve ser avaliada através de um
método que permita a enumeracio seletiva desses micro-organismos nos produto aos
quais foram adicionados. Diversos métodos para enumeracdo de L. acidophilus e
Bifidobacterium spp. t€m sido propostos, entretanto, a maioria é baseada na contagem
de culturas puras e ndo em matrizes complexas como os alimentos (SHAH, 2000;
VASILJEVIC e SHAH, 2008; LAHTINEN et al., 2011). A escolha da metodologia para
a contagem seletiva de cepas probidticas em combinacdo com fermentos lacticos
depende dos micro-organismos presentes € da matriz em questdo. Como consequéncia,
a escolha do meio deve considerar cada caso, considerando que um Unico meio ndo é
adequado para uma diversidade de aplicacdoes (VAN DE CASTEELE et al. 2006;
KARIMI et al., 2012).

A enumeracdo de micro-organismos probidticos em queijos para identificar
espécies ou géneros ndo deve ser realizada por uma condi¢cdo previamente definida na
literatura, sendo necessario o conhecimento da microbiota residual do produto, uma vez
que a matriz dos queijos € bastante complexa e pode influenciar as taxas de
sobrevivéncia de outras culturas presentes, subestimando ou superestimando suas

populagoes (OBERG et al., 2011).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar diferentes metodologias utilizadas
para a contagem seletiva de Lactobacillus acidophilus em presenca de lactococos, e
assim selecionar uma metodologia eficiente para a avaliagdo da viabilidade de L.
acidophilus em queijo Prato probidtico produzido com adi¢do de Lactococcus lactis

subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Meios de cultura

A partir de metodologias descritas na literatura para a contagem seletiva de
Lactobacillus acidophilus em queijos, foram escolhidos para este experimento 0s meios
e condi¢des de incubacdo apresentados no Quadro 1. Quatro metodologias foram
selecionadas para a contagem seletiva de L. acidophilus, todas realizadas em condi¢des
de anaerobiose: 1) 4gar MRS com adic¢ao de solucdo de bile; 2) dgar MRS com adi¢do
de solucdo de clindamicina, todos incubados a 37°C por 72 horas; 3) d4gar MRS com
adicao de solucdo de sorbitol incubado a 37 °C por 72 horas; e 4) 4gar MRS com adi¢do

de solugdo de sorbitol incubado a 45°C, por 72 horas.

Para a contagem de Lactococcus lactis, foi utilizado dgar M17 suplementado
com lactose em duas temperaturas de incubacio, 30 e 37°C por 48-72 horas, ambos em

condic¢des de aerobiose.

Ap0s o periodo de incubagdo, colOnias tipicas presentes nas placas foram fixadas
em laminas e submetidas a colora¢do de Gram, com observagcdo em microscopio optico

para visualiza¢do da morfologia das colonias.
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Quadro 1: Meios utilizados para enumeragao

Lactococcus lactis em queijo Prato probidtico.

de Lactobacillus acidophilus e

Meios d dicoes de | Micro- i
195 €€ | Meio base + suplementos C,O " 1goe§ ¢ fero-organismo Referéncia
cultura incubacio alvo
Agar MRS adicionado de
37°C, 72 horas, . ;
MRSB | 1,5% solugdo bile a 10% 10188\ 1 acidophilus IDF (1995)
anaerobiose
(p/v) *
Agar MRS adicionado d
gar~ acielonaco ¢e 37°C, 72 horas, . . Christian
MRSC solu¢do de clindamicina * ) L. acidophilus
anaerobiose Hansen (2007)
(0,5 ppm)
Agar MRS adicionado de
1% de sorbitol (10%
37°C,72h Ong et al.
MRS + S | solugdo de sorbitol a 10% T oras. L. acidophilus ngeta
. anaerobiose (2006)
p/v) como tunica fonte de
carboidrato*
Agar MRS adicionado d
o > adielonaco ge 45°C, 72 horas, . . Oberg et al.
MRSS 10% sorbitol (p/p) como ) L. acidophilus
L . anaerobiose (2011)
unica fonte de carboidrato
Agar M17 adicionado d
et : ~1c10na o 37°C, 72 horas, . | Kasimoglu et al.
M17 37 5 % de solucgdo de lactose . Lactococcus lactis
aerobiose (2004)
10% (p/v)*
750 | A 101200 | T
v ¢ aerobiose dctococcus facts Sandine (1975)

10% (p/v) *

* adicdo das solugdes estéreis ao meio MRS estéril imediatamente antes do uso.

Neste trabalho, foram produzidos queijos Prato probidticos, que foram avaliados

um dia apds a fabricacdo. Para efeito de comparacdo entre os resultados, foram

analisados os queijos probidticos e as culturas utilizadas na fabricacdo, seja a cultura

pura de Lactobacillus acidophilus LaS (Christian Hansen, Valinhos) ou a cultura de

Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (Christian Hansen,

Valinhos), utilizando-se as mesmas condi¢des de incubagdo, conforme mostra a Figura

1. O experimento completo foi repetido quatro vezes.
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Lactobacillus acidophilus 1.a5 Cultura O (Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp.cremoris)

Queijo Prato probidtico

A A

Plaqueamento nos meios: MRSB, MRSC, MRS + S, MRSS, M17 37 e M17 30

Figura 1 — Fluxograma geral do experimento. MRSB: dgar MRS adicionado de solugdo
de bile incubado a 37°C, MRSC: agar MRS adicionado de solu¢do de clindamicina
incubado a 37°C, MRS + S: dgar MRS adicionado de solucdo de D-sorbitol incubado a
37°C; MRSS: 4gar MRS adicionado de D-sorbitol incubado a 45°C; M17 37: dgar M17
incubado a 37°C; M17 30: d4gar M17 incubado a 30°C.

2.2. Preparo do in6culo

A cultura liofilizada de Lactobacillus acidophilus La5 foi reidratada (a 15°C por
20 minutos) em leite desnatado reconstituido estéril e adicionado de 20% (v/v) de
glicerol (crioprotetor), transferida para microtubos tipo Eppendorf e mantida sob
congelamento (-18°C). Para o processamento, esta cultura foi reativada em caldo MRS
(2% v/v) por duas vezes consecutivas, com incubacdo a 37°C por 15 horas. A
temperatura utilizada para a incubacdo foi a sugerida pelo fabricante da cultura e o
tempo foi determinado pela curva de crescimento do Lactobacillus acidophilus que é
apresentada no Anexo 1. A cultura reativada foi centrifugada a 7.974 g por 10 minutos
a 4°C (Centrifuga Sorvall Instruments RC5C — DUPONT), em tubos de polipropileno
esterilizados. O concentrado de células obtido apds a centrifugacdo foi resuspenso em
agua peptonada (0,1% v/v) e centrifugado novamente nas mesmas condi¢Oes, seguido
de resuspensdo em dgua peptonada para obten¢do de um concentrado de células com
10°-10" UFC/mL. A viabilidade do concentrado de células foi avaliada por
plaqueamento em profundidade em 4dgar MRS, com incubagdo a 37°C por 72 horas em

jarras de anaerobiose usando gerador de anaerobiose GasPak (DE MAN et al., 1960).
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Um concentrado celular de Lactobacillus acidophilus foi preparado para cada
processamento de queijo Prato probidtico. Além do concentrado de células, L. lactis
subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris foi inoculado em leite desnatado reconstituido
estéril e incubado a 30°C por 16 horas para ser utilizado tanto na andlise de cultura pura

como na fabricacdo dos queijos.

2.3. Fabricacao do queijo Prato

Para a fabricacdo do queijo Prato, utilizaram-se 20 L de leite (Laticinio Atilatte —
Fazenda Atibainha, Atibaia, SP) pasteurizado (63°C/30 minutos) e resfriado a 35°C.
Adicionou-se cultura lactica tipo O (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus
lactis subsp. cremoris - R704, Chr. Hansen) na propor¢do de 1% (v/v) sobre o volume
de leite, cloreto de calcio (250 ppm), corante urucum (80 ppm) e coagulante (Ha La
1175, Chr. Hansen) em quantidade suficiente para coagulacdo em 35 minutos. Apds 35
minutos, o codgulo foi cortado em cubos de 1 cm de aresta, com agitacdo lenta
progressiva durante 15 minutos, seguido de repouso por 5 minutos. Realizou-se a
dessoragem parcial, através da remoc¢ao de 30% do volume do soro, seguido de adi¢do
de 4dgua a 80°C, para a etapa de cozimento da massa até 42°C, com aumento gradativo
de 1°C a cada 3 minutos até atingir o ponto de massa. Apds a etapa de cozimento, o
soro foi parcialmente drenado e a massa foi adicionada de 1% de concentrado celular de
L. acidophilus. O restante do soro foi drenado, a massa enformada em formas
retangulares de 0,5 kg, e prensada (30psi por 30 min e 50psi por 90 min.) em prensa
pneumadtica. Apds o inicio da prensagem, os queijos permaneceram por 5 horas em
temperatura ambiente para fermentacdo, seguida de salga em salmoura (20%) por 10
horas (5°C). Ao final da salga, os queijos foram secos por 48 horas (12°C) e embalados

a vacuo. Os queijos foram armazenados a 12°C e avaliados apds 1 dia de fabricagao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados (log UFC/g) das contagens de micro-organismos presentes nas
culturas puras e no queijo Prato adicionado de Lactobacillus acidophilus estao

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Andlises microbiologicas dos queijos Prato adicionados de Lactobacillus
acidophilus e das culturas puras de Lactobacillus acidophilus La5 e Lactococcus lactis
(L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris) utilizando diferentes meios (n= 4).
Valores expressos em log UFC/g.

CONTAGENS NAS CULTURAS

CONTAGENS NOS

Meios de cultura PURAS

QUEILJOS

L. acidophilus L. lactis

MRSB ' 9,75+ 0,02 8,81 +0,38 9,34 +0,21
MRSC? 9,62 +0,19 6,19 +£0,92 6,24 + 1,01
MRS + S* 9,70 + 0,08 9,51 +£0,23 9,61 +0,09
MRSS * 9,70 + 0,06 <2 6,55 0,51
M17 37° 3,19+1,71 9,56 +0,22 9,6 +0,10
M17 30° <2 9,52 +0,19 9,59 +0,10

'Agar MRS adicionado de 1,5% solugdo de bile a 10% (p/v), incubado a 37°C por 72 h em anaerobiose,
?Agar MRS adicionado clindamicina (0,5 ppm), incubado a 37°C por 72 h em anaerobiose, *Agar MRS
adicionado de 1% de sorbitol (10% solucdo de sorbitol a 10%, p/v) como tnica fonte carboidrato,
incubado a 37°C por 72 h em anaerobiose, 4Agar MRS adicionado 10% sorbitol como unica fonte
carboidrato, incubado a 45°C por 72 h em anaerobiose, “Agar M17 adicionado de 5% de solucio de
lactose 10% (p/v) incubado a 37°C por 72 horas em aerobiose, “Agar M17 adicionado de 5% de solugdo
de lactose 10% (p/v) incubado a 30°C por 72 horas em aerobiose.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 1, pode-se observar que o meio
efetivamente seletivo para contagem de L. acidophilus foi o MRSS incubado a 45°C por
72 horas em anaerobiose, uma vez que nesta condi¢do, observou-se o desenvolvimento
da cultura pura de Lactobacillus acidophilus (9,70 + 0,06 UFC/mL) e a inibi¢do do
Lactococcus lactis (< 2 UFC/mL). Por outro lado, o meio seletivo para contagem do
Lactococcus lactis foi o M17 adicionado de lactose e incubado a 30°C em aerobiose,
pois nessas condi¢des apenas o Lactococcus lactis € capaz de se desenvolver em altas
contagens (9,52 + 0,19 UFC/mL). Em ambos os meios, a contagem foi realizada sem
necessidade de avaliacdes complementares, com presenca de coldnias tipicas e de facil
visualizacdo, conforme mostrado nas Figuras 2 e 3. De forma complementar, na
observacao da morfologia das coldnias pela visualizagdo em microscépio Optico apos

fixagdo em laminas e coloragdo de Gram, notou-se com clareza que as colonias isoladas
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das placas apresentaram a morfologia de cocos (M17 30) e bastonetes (MRSS), tanto

nas amostras de queijos, quanto nas amostras de culturas puras (Figura 4 — A e B).

O concentrado celular de L. acidophilus adicionado na fabricacdo dos queijos
probidticos (1% v/p) apresentou contagem média de 10,24 + 0,24 log UFC/mL. Espera-
se, por efeito da diluicdo, uma reducao de, no minimo, 2 ciclos logaritmicos sobre a
contagem de L. acidophilus no queijo. Desta forma, os resultados superiores a 9 log
UFC/g de queijo, encontrados nos meios MRSB e MRS+S ndo sdo apenas de L.
acidophilus, pois conforme observado na Tabela 1, o Lactococcus lactis é capaz de se
desenvolver nesses meios em altas contagens. Tal fato pode levar a afirmacao de que os
meios MRS+S e MRSB nio foram seletivos para L. acidophilus La5 em presenca de L.
lactis em queijo Prato. Assim, as altas contagens encontradas no queijo Prato, quando
esses meios foram utilizados (Tabela 1), incluem o Lactococcus lactis, podendo também
incluir outros micro-organismos como as NSLAB. A presenca dos lactococos foi
confirmada com a observagdo microscépica da morfologia das culturas isoladas dessas
placas, onde foram observados cocos (Figura 4-C). A ndo seletividade do MRS+S para

L. acidophilus em queijos também foi observada por Oberg et al. (2011).

A contagem de Lactobacillus acidophilus obtida com o MRSC, que é o meio
recomendado pelo laboratério que comercializa a cultura (Chr. Hansen) apresentou
resultados semelhantes aos obtidos com o MRSS. A adi¢do do antibiético clindamicina
ao meio MRS deveria inibir o crescimento do Lactococcus lactis, entretanto a
clindamicina na concentracdo utilizada ndo foi suficiente para inbir totalmente seu
desenvolvimento, uma vez que este micro-organismo enquanto cultura pura foi capaz de
se desenvolver no MRSC. Portanto, este meio nao foi o escolhido como efetivamente
seletivo para a contagem de L. acidophilus em queijo Prato, uma vez que a presenca de
ambos os micro-organismos poderia comprometer a contagem. Quanto aos resultados
obtidos com o MRSS, acredita-se que esses sejam os resultados reais em relagdo a
populacdo de L. acidophilus obtidos no queijo, uma vez que se observou a presenca de

bacilos nas laminas produzidas a partir das colonias isoladas dessas placas.
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Figura 2 - Aspecto macroscopico das colonias de L. acidophilus em meio MRSS

incubado a 45°C por 72 horas em anaerobiose.

Figura 3 - Aspecto macroscopico das colonias de L. lactis em meio M17 incubado a

30°C por 72 horas em aerobiose.
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Figura 4 - Microscopia 6ptica de colonias isoladas de placas com amostras de queijo
Prato probidtico contendo L. acidophilus. Aumento de 125X. A: M17 30: dgar M17
incubado a 30°C, B: MRSS: 4gar MRS adicionado de D-sorbitol incubado a 45°C; C:
MRS + S: dgar MRS adicionado de soluciao de D-sorbitol incubado a 37°C.

E importante ressaltar que, embora haja na literatura a descri¢io de contagens
seletivas bem sucedidas com determinados meios, sempre se deve testar os meios em
questdo, pois a seletividade estd diretamente relacionada com a presenca de outras cepas
de micro-organismos presentes. Na presenca de micro-organismos pertencentes ao
mesmo género (por exemplo, duas espécies de Lactobacillus) essa contagem seletiva é
dificultada, o que leva a necessidade de testes preliminares mais criteriosos, com
diferentes meios e temperaturas, realizando a andlise com as culturas puras e com o0s
produtos probidticos. Uma avaliagdo criteriosa da eficiéncia do meio de cultura seletivo
deve ser realizada para que ndo hajam resultados superestimados durante o
desenvolvimento do trabalho, uma vez que alguns meios nao selecionam efetivamente a
cultura probidtica, como observado por diversos autores (VAN DE CASTEELE et al.,
2006; VINDEROLA et al., 2010; OBERG et al., 2011). No caso de aplicagdo de
probidticos em queijos € necessdrio que os meios escolhidos sejam avaliados
previamente na matriz em questdo, pois 0 queijo € uma matriz complexa e 0s meios
seletivos geralmente sdo avaliados em sistemas-modelo, com culturas puras, o que pode
comprometer o resultado final. A variedade de resultados e de eficiéncia dos meios

seletivos pode estar relacionada ao uso de diferentes cepas nos experimentos.
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4. CONCLUSOES

No presente trabalho, o meio efetivamente seletivo para contagem de L.
acidophilus em queijo Prato probiético foi o MRSS incubado a 45°C por 72 horas em

anaerobiose, onde nio houve desenvolvimento de Lactococcus lactis.

A contagem efetivamente seletiva de Lactococcus lactis em queijo Prato
probidtico foi conseguida com o meio M17 adicionado de lactose e incubado a 30°C em
aerobiose, que apresentou altas contagens deste micro-organismo, sem desenvolvimento

de L. acidophilus.

Para a obtengdo de resultados seguros na contagem seletiva de micro-
organismos probidticos em produtos lacteos fermentados € necessario avaliar diferentes
metodologias, tanto para o produto em estudo como para as culturas puras, uma vez que
a presenca de diferentes micro-organismos e diferentes cepas pode comprometer os
resultados, e, consequentemente, levar a conclusdes equivocadas sobre a presenca de

probidticos em produtos lacteos.
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CAPITULO 3 - MICROENCAPSULACAO DE Lactobacillus acidophilus La5
POR DIFERENTES TECNICAS

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar se o recobrimento de microcdpsulas de pectina
contendo Lactobacillus acidophilus, com proteina de soro tratada ou ndo termicamente,
afeta a viabilidade do probidtico quando exposto as condi¢des que simulam a passagem
pelo trato gastrointestinal. As microcdpsulas foram produzidas por gelificacdo idnica e
recobertas por coacervagdo complexa e foram avaliadas quanto a morfologia, tamanho
médio, teor de umidade e proteina e a viabilidade do Lactobacillus acidophilus La5.
Adicionalmente, foi feita a avaliacdo da morfologia, da solubilidade da proteina
adsorvida nas microcdpsulas e da viabilidade do micro-organismo probidtico apds a
exposicao as condi¢des gastrointestinais simuladas a pH 1,2 e 3,0 e solucdo de bile
0,5% a pH 7,0. As microcdpsulas ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo
ao tamanho e quanto ao teor de proteina adsorvida sobre as particulas no caso das
microcdpsulas recobertas com concentrado proteico de soro tratado ou ndo
termicamente. Todas as microparticulas apresentaram alto teor de umidade (acima de
92%), porém, as microcdpsulas recobertas com proteina de soro diferiram
significativamente das demais, apresentando menor teor de umidade. Independente do
teor proteico ou da umidade, as microcdpsulas recém-produzidas apresentaram
morfologia semelhante, com formato esférico, € micro-organismos distribuidos por toda
a estrutura de forma homogénea. A microencapsulacdo foi realizada com sucesso, sem
perdas da viabilidade do probidtico durante o processo, uma vez que a viabilidade do
Lactobacillus acidophilus La5 foi alta e sem diferenga significativa em todas as
microcapsulas, em torno de 8,3 log UFC/g. As microcédpsulas de pectina expostas as
condi¢Oes gastrointestinais simuladas em pH 1,2 e 3,0 mantiveram-se integras durante
toda a simulag@o da passagem ao trato gastrointestinal, mesmo apés 300 min. em pH 7,0
e solucdo de bile 0,5%. As microcédpsulas recobertas com proteina de soro, tratado ou
ndo termicamente se mantiveram integras durante 120 minutos de exposi¢do ao suco
géstrico artificial nos dois pH, 1,2 e 3,0. Entretanto, apds 300 minutos de exposi¢do a
suco intestinal artificial em pH 7,0 ou solucio de bile 0,5 % se romperam,

possibilitando a liberacdo micro-organismo probidtico. A solubilidade proteica das
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microcdpsulas recobertas com proteina de soro aumentou significativamente ao longo
do tempo de exposi¢cdo em ambas as condi¢des de pH, entretanto, a porcentagem de
proteina solubilizada no pH 3,0, foi,em média 85,02% menor do que no pH 1,2. A
microencapsulacdo do Lactobacillus acidophilus La5 nao conferiu prote¢do ao micro-
organismo exposto a pH 1,2 e a bile. J4 em pH 3,0, a redugdo na viabilidade do micro-
organismo microencapsulado foi menor do que a do micro-organismo livre. As
microcdpsulas recobertas com proteina do soro, por sua vez, ndo conferiram protecao

adicional ao micro-organismo quando exposto as mesmas condicdes.

1. INTRODUCAO

Os micro-organismos probidticos para consumo humano tem sido alvo de
grande interesse das industrias de alimentos devido aos efeitos benéficos a satde
relacionados a sua ingestdo. Para exercerem tais efeitos, os probidticos devem
sobreviver as condi¢des do trato gastrico e alcancarem e colonizarem o intestino

(GBASSI et al., 2011).

Um dos principais requisitos que 0s micro-organismos probidticos devem
cumprir quando adicionados a produtos, é que devem permanecer vidveis, em
quantidade suficientemente alta, desde a inoculagdo, passando pelo armazenamento do
produto, e durante a digestdo pelo trato gastrointestinal, chegando ativos aos seus sitios
de acdo no intestino, para garantir sua funcionalidade (DOHERTY et al., 2011;
MADUREIRA et al., 2011; HEIDEBACH et al., 2012).

Novas tecnologias t€m sido propostas para manter a viabilidade dos micro-
organismos probidticos durante o processamento, armazenamento e passagem pelo trato
gastrointestinal e, entre elas, a microencapsulacio tem se mostrado promissora. O
objetivo da microencapsulacdo do probidtico € proteger os micro-organismos do meio
adverso durante o processamento, armazenamento € consumo do produto ao qual foi
adicionado, viabilizando sua chegada ao intestino na concentracdo minima exigida para
exercer seu efeito (SHAH, 2000; KAILASAPATHY, 2002, 2006; KRASAEKOOPT et

al., 2003). Uma vez no ambiente intestinal a microcdpsula deve se romper, por acao
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mecanica, quimica ou por biodegradacdo, permitindo a liberagcdo do micro-organismo

probidtico no intestino.

Diversos estudos tém avaliado a protecdo conferida pela microencapsulagdo aos
micro-organismos probidticos, os quais, no geral, indicam que na forma encapsulada os
micro-organismos siao protegidos de condi¢des adversas, mantendo maior estabilidade
durante a estocagem e a passagem pelo trato gastrointestinal em relagdo aos mesmos
livies (KRASAEKOOPT et al., 2003). Entretanto, a diversidade de parametros
estudados simultaneamente dificulta a identificacdo da melhor combinacdo de material
encapsulante e do melhor método de encapsulacdo na preservacdo do micro-organismo

probidtico (LISERRE et al., 2007).

O objetivo do trabalho foi avaliar se o recobrimento de microcdpsulas de pectina
contendo Lactobacillus acidophilus, com proteina de soro tratada ou nio termicamente,
afeta a viabilidade do probidtico quando exposto as condi¢des que simulam a passagem

pelo trato gastrointestinal.

2. MATERIAL E METODOS

O esquema geral do experimento é apresentado na Figura 1 e consistiu da
microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus La5 em trés diferentes tipos de
microcdpsulas: (1) microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica; (2)
microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica recoberta por coacervacdo
complexa com proteina de soro do leite; (3) microcdpsulas de pectina obtidas por
gelificacdo i10nica recoberta por coacervagdo complexa com proteina de soro do leite
tratado termicamente (85°C/15 min.). As microcdpsulas recém-produzidas foram
avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas e a viabilidade do
probidtico. Adicionalmente, foi feita a avaliacdo fisico-quimica, morfoldgica e de
viabilidade do Lactobacillus acidophilus apds a exposi¢do as condi¢des gastrointestinais
simuladas a pH 1,2 e 3,0 e solu¢do de bile 0,5% a pH 7,0. Os materiais utilizados, bem

como as metodologias de preparo e avaliacdo das microcdpsulas sdo descritas a seguir.
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Concentrado celular de
Lactobacillus acidophilus La5

!

Microcédpsulas de pectina
obtidas por gelificacio idnica

y - — y

Microcépsulas de pectina Microcapsulas de pectina obtidas por
obtidas por gelificagdo idnica gelificagdo idnica, recoberta por
recoberta por coacervagao coacervagdo complexa com proteina de
complexa com proteina de soro soro tratada termicamente (85°C/15 min)

l ‘, l

1. Caracterizacdo fisico-quimica, morfoldgica e avaliagdo da viabilidade do
Lactobacillus acidophilus das microcdpusulas recém produzidas;

2. Caracterizacdo fisico-quimica, morfoldgica e avalia¢do da viabilidade do
Lactobacillus acidophilus nas microcdpusulas expostas as condi¢des
gastrointestinais simuladas (pH 1,2 e 3,0) e solugdo de bile 0,5% (pH 7,0).

Figura 1: Esquema geral do trabalho.
2.1. Materiais

Os materiais utilizados foram Lactobacillus acidophilus LaS (Christian Hansen
Ind. e Com. - Valinhos, Brasil), Pectina citrica GENU® de baixo teor de esterificacio
amidada (CPKelco - Limeira, Brasil), Concentrado Proteico de Soro (Lacprodan 80% -
Arla Foods Ingredients — Denmark). Também foram utilizados enzimas mucina
(M1778), pepsina (P7012), pancreatina (P1625) e bile (B3883) da Sigma-Aldrich Co.,
adgar MRS (Difco — BD, USA), e manteiga sem sal (Laticinios Aviacdo, Sao Sebastiao

do Paraiso, Brasil).

2.2. Preparo do concentrado celular de Lactobacillus acidophilus LaS

utilizado na microencapsulacao

Todo o procedimento foi realizado em ambiente asséptico, em camara de fluxo

laminar. Cultura estoque de Lactobacillus acidophilus La5 congelada foi reativada em
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caldo MRS (2% v/v) por duas vezes consecutivas, a 37°C por 15 horas. A cultura
reativada foi centrifugada a 7.974 g por 10 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall
Instruments RC5C — DUPONT), em tubos de polipropileno esterilizados. O
concentrado de células obtido apds a centrifugacdo foi resuspenso em dgua peptonada
(0,1% vl/v) e centrifugado novamente nas mesmas condi¢gdes, seguido de ressuspensido
em agua peptonada para obten¢do de um concentrado de células com 10°-10" UFC/mL.
Um concentrado celular foi preparado para cada experimento e a viabilidade foi
avaliada por plaqueamento em profundidade em dgar MRS, com incubagdo a 37°C por
72 horas em jarras de anaerobiose usando gerador de anaerobiose GasPak (DE MAN et

al., 1960).
2.3. Producao de microcapsulas contendo Lactobacillus acidophilus La5

A microencapsulacdo do Lactobacillus acidophilus La5 foi realizada através da
combinacdo de técnicas de gelificacdo i0nica e coacervacdo complexa, conforme
descrito por Ribeiro (2011) e Gerez et al. (2012). Inicialmente, solu¢do de pectina
citrica de baixo grau de esterificacdo amidada (2 % p/p) foi preparada e o pH foi
ajustado para 4,0. A solucdo de pectina adicionaram-se 2 % (p/p) de manteiga sem sal
derretida, e a mistura foi submetida a agitacdo (Ultraturrax - IKA, Works do Brasil) a
14.000 rpm/5min para formar uma emulsdo. A emulsio adicionou-se o concentrado de
células de L. acidophilus LaS contendo aproximadamente 10" UFC/mL, agitando-se
novamente em ultraturrax (6.000 rpm/1 min.) para incorporagdo das células a emuls3o.
A emulsdo assim obtida foi mantida sob agitacio magnética (410 rpm) a 40°C e, com
auxilio de uma bomba peristaltica com pressao de ar de 0,15 kgf/cmz, foi aspergida
através de um bico atomizador duplo fluido (didmetro de 1 mm) em uma solucdo de
cloreto de cdlcio (2 % p/v) em pH 4,0. No momento do contato da emulsdo com a
solucdo de cloreto de cdlcio houve a formacdo das microcdpsulas, que foram mantidas
sob agitacdo constante (410 rpm) por 30 minutos na solu¢do de CaCl, para completa
gelificacdo. Apods esse periodo, as microcdpsulas foram removidas, drenadas (peneira
com poro de 0,125 mm) e lavadas com dgua deionizada com pH 4,0, obtendo-se assim
as microcdpsulas de pectina por gelificacdo i0nica que serdo identificadas no texto como
Microcapsulaspgc. As Microcapsulaspgc foram divididas em duas por¢des: uma delas foi

colocada em solucdo de Concentrado Proteico de Soro (CPS) (4% p/v) em pH 4,0 e a
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outra em solucdo de CPS (4 % p/v) em pH 4,0, previamente tratada termicamente a
80°C/15 minutos, em banho térmico sob agitacdo. Ambas as microcdpsulas foram
mantidas nessas solugdes por 30 minutos, sob agitacao (410 rpm), para que ocorresse a
coacervagao complexa, ou seja, a interagdo eletrostatica entre a proteina do soro e a
pectina, de forma a propiciar o recobrimento das particulas de pectina com as proteinas
do soro tratadas ou ndo termicamente. Decorrido este tempo, as microcdpsulas foram
removidas da solucdo e novamente lavadas com d4gua deionizada pH 4,0. As
microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo i0nica recobertas com proteina de soro
do leite, ndo submetido e submetido ao tratamento térmico, serdo identificadas no texto
como microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro (Microcapsulaspgc.ps) €
microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro apds tratamento térmico

(Microcépsulaspgcsps-tT), respectivamente.

A microencapsulacdo do Lactobacillus acidophilus La5 foi realizada em
ambiente asséptico e todos os materiais de laboratdrio e as solugdes utilizados para a
producdo das microcdpsulas, exceto a solucdo de pectina, foram previamente
esterilizados a 121°C/15 minutos. A solucdo de pectina foi filtrada em filtro

microbiolégico (AP20 04700- Millipore) com poros de 0,8 a Sum.

2.4. Caracterizacao fisico-quimica e avaliacao da viabilidade do probiético

nas microcapsulas recém-produzidas
2.4.1. Composicao fisico-quimica

A caracterizagdo fisico-quimica das microcdpsulas recém-produzidas foi feita
através da avaliacdo do tamanho médio e da distribuicdo de tamanho das particulas e

dos teores de proteina e umidade.

A avaliacdo do didmetro médio e sua distribuicdo de tamanho foram realizadas
utilizando-se o analisador de tamanho de particulas Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments Ltda). A morfologia foi observada em microscépio Optico (Jenaval)
utilizando objetiva de 25x e optovar de 1,25x com captacdo de imagens por camera

digital, com a utilizag@o do software EDN-2 — Microscopy Image Processing System.
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Os teores de umidade e proteina das microparticulas foram determinados
segundo metodologias descritas pela AOAC (2006). A umidade foi determinada através
de secagem em estufa a 105°C por 15 horas. O teor de nitrogénio total das particulas e
da pectina utilizada na sua producdo foi determinado por Kjeldahl (AOAC, 2006). Para
o cdlculo do nitrogénio referente a adsorcdo da proteina do soro na microparticula, o
teor de nitrogé€nio presente na pectina foi descontado do teor de nitrogénio total das
particulas. O teor de proteina adsorvida na particula foi calculado multiplicando-se o
nitrogénio referente a adsor¢do da proteina do soro por 6,38. Os resultados da

porcentagem de proteina adsorvida nas microparticulas foram expressos em base seca.

2.4.2. Avaliacio da viabilidade de Lactobacillus acidophilus LaS nas

microcdpsulas recém produzidas

A viabilidade do Lactobacillus acidophilus La5S foi determinada por meio da
contagem de células vidveis, tanto no concentrado celular quanto nas microcdpsulas.
Para o rompimento das microcdpsulas e liberacio dos micro-organismos, as mesmas
foram colocadas em solucdo de citrato de sédio (2 % p/v) em pH 7,0 sob vigorosa
agitacdo por 5 minutos (GROSSO e FAVARO-TRINDADE, 2004; KRASAEKOOPT
et al., 2004). Em seguida, foram realizadas diluicdes sucessivas em dgua peptonada (0,1
% pl/v), e plaqueamento em profundidade em placas de Petri utilizando dgar MRS. As
placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas em jarra anaerobia, utilizando-se gerador
de anaerobiose, com posterior contagem da populacdo de micro-organismos probidticos

(DE MAN et al., 1960).

2.5. Caracterizacao fisico-quimica e avaliacdo da viabilidade do
Lactobacillus acidophilus 1.a5 nas microcapsulas expostas a condicoes

gastrointestinais simuladas

Durante a exposi¢do as condicdes que simulam a passagem pelo trato
gastrointestinal as particulas obtidas dos trés tratamentos (Microcdpsulaspgc,
Microcapsulaspgcips € Microcapsulaspecips.tr ) foram avaliadas quanto a morfologia e
solubilidade da proteina adsorvida a particula. Simultaneamente, nas mesmas condi¢oes
imitativas do trato gastrointestinal, em pH 1,2 e 3,0 e na presenca de bile (0,5% e pH

7,0), avaliou-se a viabilidade celular do Lactobacillus acidophilus. Para efeito de
69



comparacdo, a viabilidade celular do concentrado de Lactobacillus acidophilus foi
também avaliada nas mesmas condi¢des. Os materiais utilizados, bem como as

metodologias de preparo e avaliacdo das microcdpsulas sdo descritas a seguir.

2.5.1. Preparo do suco géstrico e intestinal artificial e da solucao de bile

Os sucos gastrico e intestinal artificiais foram preparados segundo Mozzi et al.
(2009) e Picot e Lacroix (2004), com modificacdes. O suco gastrico artificial (SGA) foi
preparado com cloreto de potéassio (1,12 g/L), cloreto de sédio (2,0 g/L), cloreto de
célcio (0,11 g/L) e fosfato de potdssio monobdsico (0,4 g/L ), sendo em seguida
esterilizado a 121°C/15 min. Imediatamente antes da sua utilizacdo, o SGA foi
adicionado de mucina (3,5 g/L) e pepsina (0,26 g/L) e o pH foi ajustado para 1,2 ou 3,0
com HCI IN. O suco intestinal artificial (SIA) foi preparado através da adicdo de
solucdo de pancreatina ao SGA para obtencdo da concentracdo final de 1,95g/L. e em
seguida o pH foi ajustado para 7,0 com adi¢cdo de NaHCO;3; IN. A solugdo de bile foi
preparada em 4gua na concentracdo de 0,5%, foi esterilizada (121°C/15 mim) e seu pH

ajustado para 7,0.

2.5.2. Caracterizagdo fisico-quimica das microparticulas expostas a

simulacdo das condi¢Oes gastrointestinais

Para caracterizacdo fisico-quimica das microparticulas expostas a simulacdo das
condi¢Oes gastrointestinais, 3 g de cada uma das diferentes microcapsulas
(Microcépsulaspgc, Microcdpsulasppcips € Microcdpsulaspgcsps-rr) foram adicionados
separadamente em tubos contendo 30 mL de suco gastrico artificial (SGA) em pH 1,2
ou 3,0, que foram incubados a 37°C sob agitacdo em banho metabdlico tipo Dubnoff,
conforme esquema apresentado na Figura 2. Para cada um dos pontos de anélise (0, 60,
120 e 420 minutos) foi conduzida a analise de um branco, utilizando-se somente o SGA.
Imediatamente apds a adicdo das microcdpsulas ao SGA (0 min), um dos tubos
contendo microcdpsulas foi retirado do banho e utilizado para avaliar a morfologia das
particulas. Os outros dois, um branco e o outro contendo microcapsulas, foram
utilizados para avaliagdo da solubilidade proteica. Apds 60 e 120 minutos, outros tubos
foram retirados do banho e repetiram-se as determinacdes analiticas. Em seguida, para a

producdo do suco intestinal artificial (SIA), aos trés tubos restantes adicionou-se
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solug@o de pancreatina (concentracdo final de 1,95g/L) e o pH foi ajustado para 7,0. Os
tubos foram mantidos no banho por mais 300 minutos, perfazendo um total de 420 min.,
e, em seguida foram retirados para as mesmas determinagdes analiticas. O experimento
completo, conforme esquematizado na Figura 2, foi repetido trés vezes para cada uma
diferentes microparticulas (Microcdpsulaspgc, Microcapsulaspgcips €

das trés

Microcapsulaspecips-tr) €m pH 1,2 e 3,0, perfazendo um total de 18 experimentos.

3 g microcdpsulas

3 g microcdpsulas

3 g microcépsulas

3 g microcépsulas

l l (Branco) l l (Branco) l l (Branco) l l (Branco)
R R ) N ) R ) R R ) R R
N—1 N—1 N— N1 N—1 N—1 N— N—1 N—1 N— N—1 N
~N - = e - ~N - ~ -
N—1 N—1 N—1 N N N N—1 N—1 N—1 N—1 N—1 N—1
\< \|_/ /._/ \K N /L/ X N /L/ \K N 7&/
30 mL SGA 30 mL SGA 30 mL SGA 30 mL SIA
0 min. 60 min. 120 min. 300 min.
v v A 4 L v v v v v v v \ 4
Morfologia Solubilidade Morfologia Solubilidade Morfologia Solubilidade Morfologia Solubilidade
proteica proteica proteica proteica

Figura 2 - Representacdo esquematica do experimento para caracterizacdo fisico-quimica das
microparticulas expostas a simulacdo das condigcdes gastrointestinais. O experimento foi
repetido nos pH 1,2 e 3,0 para suco géstrico artificial (SGA) e no pH 7,0 para o suco intestinal

artificial (SIA).

Para avaliacdo da solubilidade proteica, os tubos foram colocados em banho de
gelo por 15 minutos e em seguida centrifugados (Centrifuga Sorvall Instruments RC5C
— DUPONT) a 34.540 g por 10 minutos. O sobrenadante foi separado e utilizado para
quantificacdo do teor de nitrogénio total por Kjeldahl (AOAC, 2006). O branco, sem

adi¢do de microcdpsulas, foi submetido ao mesmo tratamento das amostras e também
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avaliado quanto ao teor de nitrogénio por Kjeldahl. Para o cédlculo da solubilidade
proteica das particulas expostas a simulacdo das condi¢des gastrointestinais o teor de
nitrogénio do branco foi descontado dos valores de nitrogénio obtidos nas amostras. O
teor de proteina foi calculado multiplicando-se o teor de nitrogénio referente a
solubilidade da amostra por 6,38. A solubilidade de proteina foi expressa em

porcentagem em base seca.

A avaliacdo da morfologia das particulas apds 0, 60 e 120 minutos de exposi¢do
a0 SGA e 300 minutos ao SIA foram realizadas conforme metodologias descritas

anteriormente (item 2.4.1).

2.5.3. Avaliacdo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus 1.a5 durante

simulacdo das condi¢Oes gastrointestinais

A avaliacdo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus durante simulacdo das
condi¢Oes gastrointestinais foi realizada com metodologia adaptada de Rao et al. (1989),
Krasaekoopt et al. (2004) e Gerez et al. (2012). Inicialmente, 3 g de cada uma das
diferentes microcapsulas (Microcdpsulaspec, Microcdpsulasppcips € Microcdpsulas
pec+ps-TT) ou 3 mL do concentrado celular foram adicionados em tubos de ensaio
contendo 30 mL de suco gastrico artificial (SGA) que foram incubados a 37°C sob
agitacdo em banho metabdlico tipo Dubnoff, conforme esquema apresentado na Figura
3. Imediatamente apds a adi¢do das microcdpsulas ao SGA (0 min), e apos 60 e 120
minutos de exposicdo ao SGA, uma aliquota de 5 mL foi retirada para avaliacdo da
viabilidade do probidtico. Apés a retirada da aliquota aos 120 minutos de exposi¢do ao
SGA, adicionou-se ao tubo a solu¢do de pancreatina (concentracao final de 1,95g/L) e o
pH foi ajustado para 7,0. Os tubos foram mantidos no banho por mais 300 minutos, e,
em seguida, nova aliquota de 5 mL foi retirada para andlise da viabilidade do
Lactobacillus acidophilus. O experimento completo, conforme esquematizado na
Figura 3, foi repetido trés vezes para cada uma das trés diferentes microparticulas
(Microcépsulaspgc, Microcdpsulaspecips € Microcdpsulaspgcyips-tt) € também para o
micro-organismo livre (concentrado celular) em pH 1,2 e 3,0, perfazendo um total de 24

experimentos.
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3 g microcédpsulas ou 3 mL concentrado celular
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Figura 3 — Representacdo esquematica do experimento para avaliagdo da viabilidade do
Lactobacillus acidophilus durante simulagcdo das condi¢gdes gastrointestinais. O experimento foi
repetido nos pH 1,2 e 3,0 para suco gastrico artificial (SGA) e no pH 7,0 para o suco intestinal

artificial (SIA).

Para avaliacdo da resisténcia a bile, 3 g de cada microcdpsula ou 3 mL do
concentrado celular foram adicionados a tubos contendo 30 mL de solucdo de bile
0,5%, com pH ajustado para 7,0 (Figura 4). Ap6s 0, 60 e 300 minutos de exposi¢do a
bile aliquotas foram retiradas para andlise da viabilidade do Lactobacillus acidophilus.
O experimento completo com exposicdo a bile 0,5%, conforme esquematizado na
Figura 4, foi repetido trés vezes para cada uma das trés diferentes microparticulas
(Microcépsulaspgc, Microcdpsulaspecips € Microcapsulaspecips.tr) € para O micro-

organismo livre (concentrado celular), perfazendo um total de 12 experimentos.

73



3 g de microcdpsulas ou 3 mL concentrado celular
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L | S5mL 300 Min, e— Viabilidade celular

Figura 4 — Representacdo esquemadtica do experimento para avaliagcdo da viabilidade do

Lactobacillus acidophilus durante a exposi¢do a solugado de bile 0,5% em pH 7.0.

Para avaliacdo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus, a aliquota de 5 mL
retirada dos tubos, adicionou-se NaHCO; 1IN para neutralizacio do pH. Para
rompimento das cdpsulas e liberacdo dos micro-organismos, 1 mL desta solugdo foi
transferido para um tubo de ensaio contendo 9 mL citrato de sodio (2 % p/v) pH 7,0, o
qual foi submetido a vigorosa agitacdo por 5 minutos. Seguiu-se a dilui¢do em dgua
peptonada 0,1% e plaqueamento em profundidade utilizando dgar MRS, com incubagdo
a 37°C em condi¢Oes de anaerobiose. A avaliacdo da viabilidade do micro-organismo
ap0s a exposicdo a bile seguiu o mesmo procedimento de rompimento das
microcdpsulas, diluicdo e plaqueamento, ndo sendo necessdrio realizar a neutralizacao

da amostra.

2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O efeito da técnica de microencapsulacdo do Lactobacillus acidophilus sobre o
tamanho médio, os teores de proteina e umidade das cdpsulas e a viabilidade do
probidtico foi avaliado por Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey no nivel de

5% de significancia.

Um delineamento experimental de parcelas subdivididas, em esquema fatorial 2
x 3 foi utilizado para avaliar o efeito do tipo de microcapsulas (2 niveis de variacdo) e
do tempo de exposicdo ao suco gastrointestinal artificial (3 niveis de variacdo) sobre a

solubilidade proteica. A andlise estatistica foi realizada separadamente para cada pH
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estudado (1,2 e 3,0), através de ANOVA e teste de Tukey no nivel de 5% de

significancia.

O efeito do tempo de exposi¢do ao suco gdastrico e intestinal artificiais e a bile
sobre a viabilidade do Lactobacillus acidophilus livre e microencapsulado foi avaliado
por Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.
Quando exposto ao SGA, a andlise estatistica foi realizada separadamente para cada pH

estudado (1,2 e 3,0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao fisico-quimica e avaliacdo da viabilidade do probidtico

nas microcapsulas recém-produzidas

A composic¢ao fisico-quimica das microcdpsulas recém produzidas € apresentada
na Tabela 1. Observa-se que as microcdpsulas ndo apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao tamanho médio e quanto ao teor de proteina adsorvida sobre as particulas,
no caso das microcdpsulas recobertas com proteina de soro. Estes resultados evidenciam
que o tratamento térmico do soro (85°C/15 min.), com a consequente desnaturacdo de
suas proteinas que mudam sua conformacdo expondo diferentes grupos de reacdo
(BRITTEN e GIROUX, 2001; CONSIDINE et al., 2007; FLORIS et al., 2008), nao
favoreceu nem desfavoreceu a interagdo entre as proteinas e a pectina durante o
estabelecimento de uma camada proteica na superficie da particula. A adsor¢cdo de
proteinas sobre a superficie da particula, que depende principalmente da sua carga
superficial, se da através de interacdo Van der Waals, pontes de hidrogénio e interacdes
eletrostiticas (SCHMITT et al., 1998; ROACH et al., 2005). Embora seja conhecido
que a quantidade de cargas livres disponivel na particula possa influenciar diretamente a
adsorcdo na sua superficie, e tenha sido demonstrado que microparticulas de alginato
com maior potencial zeta apresentaram maior adsor¢cdo de quitosana na sua superficie
(XIE et al., 2009), no presente estudo ndo foi possivel avaliar a carga superficial das
particulas. As particulas obtidas neste trabalho, possivelmente em funcdo do seu

diametro médio, apresentavam sedimenta¢do muito répida, inviabilizado a avaliacdo do
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seu potencial zeta através do Zetasizer Modelo Nano-Z (Malvern Instrumentos,

Malvern, Worcestershire, U.K.).

Todas as microparticulas apresentaram alto teor de umidade (Tabela 1), o que é
caracteristico para particulas obtidas por gelificacdo idnica (MUKAI-CORREA et al.,
2004). Entretanto, enquanto as Microcdpsulaspgc € Microcdpsulaspgcips.tr Na0
apresentaram diferenca entre si em relacdo ao teor de umidade, as Microcapsulaspgc.ps
que apresentaram o menor teor de umidade (92,8+1,05%), diferiram significativamente
das demais. E possivel que a maior capacidade de ligacdo com a dgua das proteinas do
soro desnaturadas, apds tratamento térmico a 85°C/15 minutos (BRITTEN e GIROUX,
2001) tenha favorecido a manutencdo da umidade das Microcapsulaspgcips.tr quando
comparadas as Microcdpsulaspgc. Por outro lado, as interacdes entre as proteinas do
soro ndo tratadas termicamente e a pectina podem ter se dado com liberagdo de
moléculas de dgua da superficie da particula, resultando em microparticulas de menor

umidade.

Tabela 1 - Composi¢do fisico-quimica das microcdpsulas recém produzidas e
viabilidade do Lactobacillus acidophilus encapsulado (n = 3).

L "Microcapsulas “Microcapsulas “Microcapsulas
Caracterizacao P
PEC PEC+PS PEC+PS-TT

Tamanho (um) 206,44 +36,55" 169,54 +19,83" 204,24 +9,81" 0,131

Teor de proteina na

nd 43,01 £4,90° 31,86 £ 6,41° 0,060
matéria seca (%)
Teor de umidade (%) 95,11 £0,27° 92,80 + 1,05" 96,28 + 0,67* 0,006
Viabilidade (log
UFC/g)

Tnre P - p . 5 v A Y ~
Microcédpsulaspgc: Microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo i6nica; “Microcdpsulaspgc,ps:

8,29 +0,33" 8,27 +0,30" 8,38 £0,13" 0,474

. , . , 3 . 2 . z
Microcédpsulas de pectina recobertas com proteina de soro; “Microcapsulaspgcyps.tr: Microcdpsulas de
pectina recobertas com proteina de soro apds tratamento térmico. nd: ndo determinado. a, b — entre os

tratamentos, letras minudsculas diferentes na mesma linha, apresentam diferencga significativa (p<0,05).

Independente do teor proteico ou da umidade, as microcdpsulas recém-
produzidas apresentaram morfologia semelhante, com formato esférico, podendo-se
observar que as goticulas de manteiga e os micro-organismos ficaram distribuidos por

toda a estrutura de forma homogénea, conforme mostrado na Figura 5.
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Figura 5 - Morfologia das microparticulas contendo Lactobacillus acidophilus recém
produzidas, obtidas por microscopia 6ptica. A: Microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacio
ionica; B: Microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro; C: Microcdpsulas de
pectina recobertas com proteina de soro apds tratamento térmico (85 °C/15 min.). Setas claras:

goticulas de gordura; setas escuras: Lactobacillus acidophilus. Barra = 100um.
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Em relacdo a viabilidade do Lactobacillus acidophilus, observa-se na Tabela 1
que todas as microcdpsulas apresentaram altas contagens do probidtico, em torno de 8,3
log UFC/g, que ndo diferiram significativamente entre si. O concentrado celular
utilizado na produ¢do das microcdpsulas apresentou contagem média de 9,86 + 0,61 log
UFC/mL. A diferenca em relagdo a contagem obtida nas microcdpsulas deve-se ao fator
dilui¢do, ja que foi adicionada uma porcdo de 10 mL desse concentrado em 500 mL de
emulsdo de pectina e manteiga para a producdo das microcdpsulas. Este resultado
evidencia que o processo de microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus por
gelificac@o idnica, utilizando pectina como material de parede, recoberto ou ndo com
proteina do soro tratada ou ndo termicamente foi realizado com sucesso, sem perdas da
viabilidade do probidtico durante o processo de microencapsulacdo. As condicdes de
encapsulacdo, que foi conduzida a temperatura ambiente, sem uso de solventes
organicos e no pH 4, que favorecem a interagdo entre a pectina e as proteinas do soro,
podem ter contribuido para a manutencdo da viabilidade do micro-organismo durante
sua microencapsuacgdo pela associacdo destas duas técnicas. Além disso, a presenca da
gordura na emulsdo tem sido também relacionada a maior manuten¢do da viabilidade do

micro-organismo (PICOT e LACROIX, 2004; LAHTINEN et al., 2007).

3.2. Caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo da viabilidade do
Lactobacillus acidophilus L.a5 nas microcapsulas expostas a condicoes

gastrointestinais simuladas

3.2.1. Caracterizagdo fisico-quimica

A morfologia das Microcdpsulaspgc expostas as condigOes gastrointestinais
simuladas € apresentada nas Figuras 6 ¢ 7 em pH 1,2 e 3,0, respectivamente. Observa-se
que em ambos os pH, as microparticulas mantiveram-se {integras durante toda a
simulacdo da passagem ao trato gastrointestinal, mesmo apds 300 min. em pH 7,0. O
rompimento das microcdpsulas com consequente liberacdo dos micro-organismos
probidticos no ambiente intestinal € desejdvel para que ocorra sua coloniza¢do no
intestino e o micro-organismo seja capaz de conferir seus efeitos benéficos a saide do
hospedeiro (BUDDINGTON, 2009). No caso da utilizacdo de Lactobacillus acidophilus
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sua libera¢do das microcdpsulas deve ocorrer no intestino delgado, cujo pH € cerca de

6,5 (RAY, 2004; HAMMES e HERTEL, 2006; SOULIMAN et al., 2006).

O ndo rompimento das microcdpsulas de pectina produzidas por gelificacdo
i6nica nas condi¢Oes intestinais pode ser explicado pela resisténcia da pectina as
enzimas presentes no trato gastrointestinal superior, a qual € digerida apenas pela
microbiota presente no célon (LIU et al.,, 2003). Isso sugere que este tipo de
microcdpsula (Microcdpsulaspgc) ndo € indicado para a veiculacdo de Lactobacillus
acidophilus, pois a liberagdo do micro-organismo s6 ocorreria no c6lon. Entretanto,
outros micro-organismos probidticos como algumas espécies de Bifidobacterium
poderiam ser indicados para esse tipo de microcdpsula, ja que sdao capazes de colonizar

o célon (RAY, 2004).

Figura 6 - Morfologia das microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica durante exposi¢do
sequencial a suco gastrico artificial (SGA), em pH 1,2 por 120 min. e suco intestinal artificial (SIA), em
pH 7,0 por mais 300 min. A: Imediatamente apds a exposi¢do ao SGA em pH 1,2; B: 60 min. de
exposicdo ao SGA em pH 1,2; C: 120 min. de exposi¢cdo ao SGA em pH 1,2; D: 300 min. de exposicdo
ao SIA em pH 7,0. Barra = 75um.
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Figura 7 - Morfologia das microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica durante exposigdo
sequencial a suco géstrico artificial (SGA), em pH 3,0 por 120 min. e suco intestinal artificial (SIA), em
pH 7,0 por mais 300 min. A: Imediatamente apds a exposi¢do ao SGA em pH 3,0; B: 60 min. de
exposicdo ao SGA em pH 3,0; C: 120 min. de exposi¢cdo ao SGA em pH 3,0; D: 300 min. de exposicdo
ao SIA em pH 7,0. Barra = 75um.

A morfologia das Microcdpsulaspecips € Microcdpsulaspecips.tr  €Xpostas as
condic¢des gastrointestinais simuladas € apresentada nas Figuras 8,9, 10 e 11 em pH 1,2

e 3,0 respectivamente.

80



Figura 8 - Morfologia das microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica recobertas com
proteina de soro durante exposi¢cdo sequencial a suco géstrico artificial (SGA), em pH 1,2 por 120 min. e
suco intestinal artificial (SIA), em pH 7,0 por mais 300 min. A: Imediatamente apds a exposi¢do ao SGA
em pH 1,2; B: 60 min. de exposi¢cdo ao SGA em pH 1,2; C: 120 min. de exposi¢do ao SGA em pH 1,2;
D: 300 min. de exposi¢do ao SIA em pH 7,0. Barra = 50um.

Figura 9 - Morfologia das microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica recobertas com
proteina de soro durante exposicdo sequencial a suco géstrico artificial (SGA), em pH 3,0 por 120 min. e
suco intestinal artificial (SIA), em pH 7,0 por mais 300 min. A: Imediatamente apds a exposi¢do ao SGA
em pH 3,0; B: 60 min. de exposi¢iio ao SGA em pH 3,0; C: 120 min. de exposi¢do ao SGA em pH 3,0;
D: 300 min. de exposi¢do ao SIA em pH 7,0. Barra = 50um.
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Figura 10 - Morfologia das microcapsulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica recobertas com
proteina de soro tratada termicamente durante exposi¢do sequencial a suco gdstrico artificial (SGA), em
pH 1,2 por 120 min. e suco intestinal artificial (SIA), em pH 7,0 por mais 300 min. A: Imediatamente
apo6s a exposicdo ao SGA em pH 1,2; B: 60 min. de exposicdo ao SGA em pH 1,2; C: 120 min. de
exposi¢ao ao SGA em pH 1,2; D: 300 min. de exposi¢do ao SIA em pH 7,0. Barra = 50um.

.
e *

Figura 11 - Morfologia das microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo iOnica recobertas com
porteina de soro tratada termicamente durante exposi¢do sequencial a suco gastrico artificial (SGA), em
pH 3,0 por 120 min. e suco intestinal artificial (SIA), em pH 7,0 por mais 300 min. A: Imediatamente
apés a exposicdo ao SGA em pH 3,0; B: 60 min. de exposi¢do ao SGA em pH 3,0; C: 120 min. de
exposi¢ao ao SGA em pH 3,0; D: 300 min. de exposi¢do ao SIA em pH 7,0. Barra = 50um.

82



Observa-se nas Figuras 8 a 11 que microcdpsulas recobertas com proteina de
soro se mantiveram integras durante 120 minutos de exposi¢do ao SGA em pH 1,2 e
3,0. Entretanto, apds 300 minutos de exposicdo a SIA em pH 7,0, as microciapsulas
recobertas com proteina de soro, tratado (Microcapsulaspgcips.Tr) OU N30 termicamente
(Microcédpsulaspecips) se romperam, possibilitando a liberagdo micro-organismo

probidtico.

O rompimento das microcdpsulas contendo proteina de soro em simulacdo das
condic¢des intestinais, também foi observado por Picot e Lacroix (2004), Gbassi et al.
(2009, 2011) e Doherty et al. (2011). Acredita-se que no mais alto pH, quando as
proteinas estdo negativamente carregadas, a repulsdo eletrostdtica na superficie proteica
da particula pode facilitar a protedlise pelas enzimas do trato gastrointestinal, causando
o rompimento das microcdpsulas (DOHERTY et al., 2011). O rompimento das
microparticulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica recobertas com proteinas do
soro, tratadas ou ndo termicamente, sugere que a liberacdo do Lactobacillus acidophilus
no intestino delgado pode ocorrer in vivo. Assim, as microcapsulas de pectina recobertas

com proteina de soro seriam adequadas para a veiculacdo deste probidtico.

A Figura 12 apresenta a morfologia das Microcédpsulaspgc, Microcapsulaspgc.ps €
Microcapsulaspecips-tT ap0s exposicao a solugdo de bile 0,5% em pH 7,0, por 300 min.
As microcdpsulas de pectina se mantiveram integras durante todo o periodo de
exposi¢ao, enquanto que as microcdpsulas recobertas com proteina de soro se romperam

imediatamente apds a exposi¢ao a bile 0,5% em pH 7,0.
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Figura 12 - Morfologia das microcdpsulas durante exposi¢do a solugdo de bile 0,5% em pH 7,0 por 300
min. A, B e C: Microcdpsulas de pectina obtidas por gelificagdo idnica. (A) Imediatamente apds a
exposicao a bile; (B) apds 60 min. de exposicdo a bile; (C) ap6s 120 min. de exposi¢do a bile. D, E e F:
Microcdpsulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica recobertas com proteinas do soro. (D)
Imediatamente ap6s a exposicdo a bile; (E) apés 60 min. de exposi¢do a bile; (F) apés 300 min. de
exposicdo a bile. G, H, I: Microcdpsulas de pectina obtidas por gelificagdo i6nica recobertas com proteina
do soro tratada termicamente. (G) Imediatamente ap6s a exposicdo a bile; (H) apds 60 min. de exposig¢do

a bile; (I) apds 300 min. de exposigdo a bile.

Embora as microparticulas recobertas com proteina do soro tenham mantido a
integridade em ambos os pH, elas apresentaram comportamento diferente em relacdo a
perda de proteina para o meio durante 120 minutos de exposi¢do as condi¢des géstricas.
A avaliacdo do efeito dos tratamentos, do tempo de exposi¢do ao SGA em pH 1,2 e 3,0,
bem como a interacdo destes fatores sobre a solubilidade proteica é apresentada na
Tabela 2. Observa-se que os tratamentos, ou seja, o tipo de microcdpsula, afetou
significativamente a solubilidade da proteina em pH 1,2, sendo que Microcapsulaspgc.ps

apresentou maior solubilizacio da proteina (63,40%) do que a Microcépsulaspgc.ps-TT
84



(33,57%) durante a exposi¢do ao SGA. Os resultados obtidos nesse experimento sao
contrdrios aos obtidos por Kitabake e Kinekawa (1998), que observaram que as
proteinas do soro apds tratamento térmico se tornaram susceptiveis a acdo de enzimas
géstricas, sendo hidrolisadas em diferentes pH, enquanto que as proteinas do soro na

forma nativa ndo foram hidrolisadas nas mesmas condicoes.

Entretanto, em pH 3,0, nao se observou diferenca significativa na solubilidade
proteica, a qual foi 5,68% e 8,84% para Microcapsulaspgcips € Microcapsulaspgcips T,
respectivamente. Embora em ambas as condi¢des de pH a solubilidade proteica tenha
aumentado significativamente ao longo do tempo de exposi¢io ao SGA (Tabela 2,
Figura 13), a porcentagem de proteina solubilizada no pH mais brando, foi em média
85,02% menor do que no mais drastico pH. Tem sido reportado que a manuten¢do da
integridade das microparticulas recobertas pelas proteinas do soro pode favorecer a
manutencdo da viabilidade dos micro-organismos durante a passagem pelo trato

gastrointestinal (REID et al., 2005; DOHERTY et al., 2010).

Tabela 2 — Resumo da Anélise de Variancia (ANOVA). Efeito do tratamento, tempo e
interacdo tratamento X tempo sobre a solubilidade proteica das microcdpsulas apds

exposicao a suco gastrico artificial (SGA) pH 1,2 e 3,0.

Valores de p
Fator de variacao GL Solubilidade Solubilidade
(SGA pH 1,2) (SGA pH 3,0)
Tratamento* 1 < 0,001 0,096
Tempo** 2 0,014 0,001
Tratamento x Tempo 2 0,337 0,592

E3 N > N , N 2 N
Tratamentos: Microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro; Microcdpsulas de pectina
recobertas com proteina de soro apés tratamento térmico. **Tempos: 0, 60 e 120 minutos de exposicdo a

suco gastrico artificial.
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Figura 13 — Solubilidade proteica (% em base seca) das microcdpsulas durante 120
minutos de exposicdo a suco gastrico artificial pH 1,2 ou 3,0. a, b — para cada pH (1,2

ou 3,0), letras mindsculas diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05).

3.2.2. Avaliagdo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus La5 nas

microcdpsulas expostas a condi¢des gastrointestinais simuladas

A viabilidade do Lactobacillus acidophilus nas formas livre e microencapsulada
expostos a incubacdo sequencial em SGA pH 1,2 e SIA pH 7,0 € apresentada na Tabela
3. Observa-se que a microencapsulacdo niao conferiu protecio ao micro-organismo
exposto a condicao drastica de pH quando comparado ao micro-organismo livre. Apds
120 min. de exposi¢do ao pH 1,2, apesar das microparticulas manterem-se integras
(Figuras 6, 8 e 10) a viabilidade do micro-organismo ficou abaixo do limite de deteccao
do método (< 2 ciclos log.), mostrando que o recobrimento com a proteina do soro ndo
foi suficiente para proteger o micro-organismo, devido provavelmente a porosidade
presente em todas as microparticulas. Apds a exposi¢do ao pH 7,0 nas condi¢cdes de
SIA, o micro-organismo na forma livre e na microcdpsula recoberta com proteina de
soro (Microcdpsulaspgcips) apresentou ligeira recuperacdo, nao atingindo entretanto

contagens minimas estabelecidas para exercerem efeito probidtico.
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Tabela 3 - Viabilidade do Lactobacillus acidophilus (log UFC/g) durante exposi¢ao
sequencial a SGA (pH 1,2) por 120 min. e SIA (pH 7,0) por mais 300 min.

Tratamentos
Incubacio I 7 3
Tempo Microcapsulas Microcapsulas Microcapsulas
sequencial La5 livre
(min.) PEC PEC+PS PEC+PS-TT
0 851+0,23" 6,88+0,19° 6,59 +0,26° 6,84 +0,14*°
SGA pH 1,2 60 228+1,97° 219+380%° 2,18+191° 2,58 £233°
120 <2° <2° <2° <2°
SIA pH 7,0 300 3,55+0,99° <2° 2,52 +0,69° <2°

1Microcz’lpsulaspEC: Microcépsulas de pectina; 2MicrocélpsulaspEGpS: Microcdapsulas de pectina recobertas
- 3 . » . , . ,

com proteina de soro; "Microcdpsulaspgc,ps.tr: Microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro

ap6s tratamento térmico. a, b — para cada tratamento, médias seguidas de letras mindsculas diferentes na

mesma coluna diferem significativamente (p<0,05).

A exposicdo a SGA pH 3,0 e sequencialmente a SIA pH 7,0 ndo foi tdo
prejudicial ao Lactobacillus acidophilus (Tabela 4). Na forma livre, 0 micro-organismo
apresentou reducdo de 3,54 ciclos logaritmicos apds os 420 minutos de exposi¢do.
Entretanto, nas microcdpsulas o micro-organismo apresentou menores reducdes: 1,51;
1,59 e 1,67 ciclos logaritmicos para a Microcdpsulaspgc, Microcdpsulaspgcips €
Microcapsulaspecipstr respectivamente. Essa menor reducao da viabilidade do micro-
organismo em pH 3,0 provavelmente ocorreu devido a esse valor de pH ser menos
prejudicial e mais préximo do pH 6timo de crescimento do Lactobacillus acidophilus

(pH 5,5), do que o pH 1,2, que € uma condig¢do dréstica para 0 micro-organismo.

Esses resultados sugerem que, apesar do recobrimento das microcdpsulas de
pectina com proteina de soro, tratada ou nao termicamente, ainda existe uma porosidade
na sua superficie, que permitiu a difusdo de fons H* para seu interior, afetando a
viabilidade do micro-organismo probidtico, e esse efeito prejudicial foi mais intenso no

pH mais dréstico.
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Tabela 4 - Viabilidade do Lactobacillus acidophilus (log UFC/g) durante exposi¢ao
sequencial a SGA (pH 3,0) por 120 min. e SIA (pH 7,0) por mais 300 min.

Tratamentos
Incubacao T 7 3
Tempo Microcapsulas Microcapsulas Microcapsulas
sequencial La5 livre
(min.) PEC PEC+PS PEC+PS-TT
0 8,48 £0,27* 6,96 +0,12° 6,81 +0,13° 6,93 £0,27*
SGA pH 3,0 60 8,13+0,50" 6,61 +0,17"° 6,50 +£0,13° 6,59 £0,14 ®

120 7,77+027* 628+053® 6,05 +0,53 * 6,17 0,59 *°
SIA pH 7,0 300 494+093° 545+034° 522+0,17° 526+0,78"°

1Microcz’lpsulaspEC: Microcéapsulas de pectina; 2Micr0ca’1psulas pEC+ps: Microcédpsulas de pectina recobertas
com proteina de soro; "Microcdpsulas pgc,pstr: Microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro
ap6s tratamento térmico. a, b — para cada tratamento, médias seguidas de letras mindsculas diferentes na

mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05).

Avaliando-se os resultados da solubilidade proteica e da viabilidade do
Lactobacillus acidophilus durante a exposi¢dao a condi¢des gastrointestinais simuladas
através da andlise de regressdo linear, observou-se que existe uma correlacdo
significativa (p=0,0092) entre os dois fatores (Figura 14, Anexo 2), representada pelo
decréscimo da viabilidade em funcdo do aumento da solubilidade proteica. Assim, entre
as microcdpsulas recobertas com proteina de soro, quanto maior a perda de proteina da

particula, menor a viabilidade do micro-organismo probidtico.
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Figura 14 — Correlacao entre a solubilidade proteica das microcdpsulas recobertas com proteina
de soro e a viabilidade do Lactobacillus acidophilus durante a exposicdo a condicdes
gastrointestinais simuladas. (Intervalo de confianca [-0,1059; -0,0192] com nivel de

significancia de 95%)

A exposicdo a solucdo de bile 0,5% afetou a viabilidade do Lactobacillus
acidophilus, que apresentou redugdes significativas para o micro-organismo na forma
livre e em microcdpsulas de pectina, conforme mostrado na Tabela 5. Isso mostra que a
solucdo de bile 0,5% possui um rdpido efeito nocivo ao L. acidophilus. Segundo
Madureira et al. (2011), os sais biliares apresentam efeito antimicrobiano, dissolvendo
as membranas dos micro-organismos, O que restringe sua sobrevivéncia ao trato

gastrointestinal.

Tabela S - Viabilidade do L. acidophilus (log UFC/g) durante exposi¢do a solucio de
bile 0,5% (pH 7,0) por 300 minutos.

Tempo Tratamentos

(min.) La5 livre 1Microcz'lpsulaspEc 2Microcaipsulasp]gCJ,ps 3 Microcapsulaspgc,ps.tt
0 7,42 +0,81° 6,35+0,24" 6,51 +0,15° 6,60 £0,23 °

60 0,71 +1,24° 2,19 £2,02° 5,17 £0,08 *° 5,18 £0,65*

300 <2° <2° 231+2,16° <2°

I . z . < . 2N A: Z . ~ "
Microcapsulaspgc: Microcdpsulas de pectina; “Microcdpsulaspgc,ps: Microcdpsulas de pectina recobertas
., 3N 4 . z . .
com proteina de soro; "Microcapsulaspgc.ps tr: Microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro
apds tratamento térmico. a, b — para cada tratamento, médias seguidas de letras minudsculas diferentes na

mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05).
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O efeito nocivo da bile sobre o L. acidophilus toi maior para o micro-organismo
livre e nas microcdpsulas de pectina do que nas microcdpsulas recobertas com proteina
do soro, durante os primeiros 60 minutos de exposi¢do. Segundo Doherty et al. (2011),
isso pode ter ocorrido pelo fato de que as microcdpsulas produzidas por gelificacdo
i0nica possuem poros largos em sua superficie o que pode permitir a exposicdo dos
micro-organismos aos grupos 4cidos e enzimas, diminuindo sua viabilidade
(DOHERTY et al., 2011). Entretanto, € importante observar que no pH 7,0, utilizado na
solucdo de bile, as microcdpsulas recobertas com proteina do soro foram completamente
desfeitas, imediatamente apds a exposicao, conforme mostrado por microscopia dptica
(Figura 12) o que significa que durante todo o periodo de exposi¢do a bile (300
minutos), 0 micro-organismo ndo esteve efetivamente dentro das microcdpsulas de
pectina recobertas com proteina do soro. Provavelmente a menor redu¢do na viabilidade
durante os primeiros 60 minutos, ocorreu devido a presenca das proteinas do soro do
leite que, junto ao micro-organismo podem exercer algum efeito protetivo, pelo menos
por determinado tempo, como observado por Reid et al. (2005), Doherty et al. (2010) e
Madureira et al. (2011), que verificaram maior prote¢cdo aos micro-organismos

probidticos na presenca de proteinas do soro, apos simulacdo do trato gastrointestinal.
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4. CONCLUSOES

A microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus por gelificacdo idnica,
utilizando pectina como material de parede, com ou sem recobrimento com proteina do
soro tratada ou ndo termicamente foi realizada com sucesso, sem perdas da viabilidade

do probidtico durante o processo.

Durante a exposicdo as condi¢des gastrointestinais simuladas as microcdpsulas
de pectina mantiveram-se integras, enquanto que as microcdpsulas recobertas com
proteina de soro, tratada ou ndo termicamente se romperam apds exposi¢cdo a simulagdo
das condic¢des intestinais, possibilitando a liberacdo do micro-organismo probidtico no

intestino.

A microencapsulacdo do Lactobacillus acidophilus LaS ndo foi eficiente na
protecdo do micro-organismo durante a simulacdo das condicdes gastrointestinais em
pH dréstico (pH 1,2) ou solucdo de bile 0,5%. Entretanto, o Lactobacillus acidophilus
La5 microencapsulado apresentou menor perda de viabilidade (~2 ciclos logaritmicos)
quando exposto as condi¢des que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal (pH
3,0) quando comparado ao micro-organismo livre, sugerindo a vantagem da

microencapsulacao para veiculagdo deste micro-organismos.

Os resultados evidenciam que tanto para as condi¢des estudadas quanto para o
Lactobacillus acidophilus 1.a5, o recobrimento da microcdpsula de pectina com proteina

do soro ndo confere maior efeito protetivo ao probidtico.
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CAPITULO 4 - PRODUCAO E AVALIACAO DE QUELJO PRATO
ADICIONADO DE Lactobacillus acidophilus La5 LIVRE E
MICROENCAPSULADO

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais de queijo Prato adicionado de Lactobacillus acidophilus
La5 livre ou em microcdpsulas de pectina recobertas ou nao com proteina de soro,
durante 60 dias de armazenamento refrigerado. As microcdpsulas foram produzidas
através da associacdo das técnicas de gelificacdo idnica e coacervacdo complexa e
foram caracterizadas quanto a morfologia, tamanho médio, teor de umidade, proteinas e
lipideos e quanto a viabilidade do Lactobacillus acidophilus. Os queijos adicionados de
Lactobacillus acidophilus La5S foram avaliados quanto ao pH, acidez, protedlise, perfil
eletroforético e de textura e viabilidade das culturas probiética e tradicional apés 1, 15,
30, 45 e 60 dias de armazenamento refrigerado. Apds 30 dias de armazenamento sob
refrigeracdo os queijos foram expostos a condi¢des que simulam a passagem pelo trato
gastrointestinal e foi avaliada a viabilidade do L. acidophilus. Também foram avaliadas
a microestrutura dos queijos, por microscopia eletronica de varredura, e a aceitacdao
sensorial dos produtos, através de teste de preferéncia do consumidor. O processo de
microencapsulacdo mostrou-se eficiente, j4 que ndo houve perdas na viabilidade do L.
acidophilus durante o processo. As microcdpsulas apresentaram morfologia
caracteristica e nao apresentaram diferenca significativa em relacdo aos teores de
umidade, lipideos e em relacdo ao tamanho médio. Os queijos adicionados de
Lactobacillus acidophilus La5 apresentaram composi¢do tipica de queijo Prato
tradicional, ndo havendo diferenca entre os tratamentos. Entretanto, a contagem do
micro-organismo probidtico na por¢do de queijo ficou cerca de 1 log abaixo do
estabelecido pela legislacdo brasileira para produtos probidticos. Durante o
armazenamento refrigerado, os tratamentos ndo afetaram significativamente o pH, a
acidez, a % do nitrogénio soluvel em pH 4,6 (%NT), a % do nitrogénio solivel em TCA
12% (%NT) e a textura dos queijos, que foram afetados somente pelo tempo (exceto o
pH). A degradacdo proteica dos queijos apresentou comportamento tipico para queijo

Prato, com aumento do NS-pH 4,6 (%NT) e do NS-TCA 12% (%NT), e redugdo da
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firmeza dos queijos. Os queijos apresentaram redugdo de cerca de 1 ciclo log na
populacdo de L. acidophilus durante 60 dias de armazenamento refrigerado, entretanto,
a microencapsulagdo ndo conferiu maior prote¢do ao L. acidophilus La5. Durante a
simula¢@o da passagem pelo trato gastrointestinal ndo houve redugdo significativa do L.
acidophilus. A aceitacio sensorial dos queijos foi boa, com boa inten¢do de compra. Os
resultados indicam que o queijo Prato € um veiculo adequado para a inclusdo de micro-

organismos probidticos.
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1. INTRODUCAO

As cepas probidticas utilizadas para consumo humano devem ter seus efeitos
benéficos a satde comprovados, e serem reconhecidas como seguras (“GRAS” -
General Recognised As Safe) (FAO/WHO, 2001). As cepas mais utilizadas s@o de
Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. (VASILIEVIC e SHAH, 2008). A adicdo do
micro-organismo probidtico ao alimento deve levar em consideragdo diversos
parametros, entre eles, o tipo de cultura e a concentracao adicionada, a sobrevivéncia as
condi¢cdes de processamento e ao armazenamento do produto e os efeitos sobre as
propriedades sensoriais do produto ao qual foi adicionado (REID et al., 2007; FRANZ
etal., 2011).

Os alimentos probidticos sdo, em geral, leites fermentados, ou outros produtos
com vida de prateleira curta, entretanto, os queijos, inclusive os maturados, podem ser
adicionados de micro-organismos probidticos, mas devem ser avaliados quanto a
manutencdo da viabilidade desses micro-organismos até o final da maturacdo (ROSS et
al,, 2002). A adicdo de micro-organismos probidticos em queijos pode afetar a
protedlise, uma vez que esses micro-organismos sdao produtores de enzimas
proteoliticas, sendo responsdveis pela producdo de compostos de aroma e sabor nos

queijos maturados, o que pode afetar a aceitacio sensorial dos produtos.

O Lactobacillus acidophilus é um dos micro-organismos probidticos mais
utilizados em produtos lacteos e em pesquisas e sua adi¢cdo em queijo Prato, que € um
dos queijos mais consumidos no Brasil, pode resultar em um produto de alto valor
agregado. Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais de queijo Prato probidtico, adicionado de
Lactobacillus acidophilus livre ou em microcdpsulas de pectina recobertas ou nio com

proteina de soro, durante 60 dias de armazenamento refrigerado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo das culturas

Cultura estoque de Lactobacillus acidophilus La5 (Christian Hanen, Valinhos,
Brasil) congelada foi reativada em caldo MRS (2% v/v) por duas vezes consecutivas,
através da incubacao a 37°C por 15 horas. A cultura reativada foi centrifugada a 7.974 g
por 10 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall Instruments RC5C — DUPONT), em tubos de
polipropileno esterilizados. O concentrado de células obtido apds a centrifugacdo foi
resuspenso em dgua peptonada (0,1% v/v) e centrifugado novamente nas mesmas
condi¢cdes, seguido de resuspensdo em dgua peptonada para obtencdo de um
concentrado de células com 10°-10' UFC/mL. Um concentrado celular foi preparado
para cada experimento e a viabilidade foi avaliada por plaqueamento em profundidade
em agar MRS, com incubacdo a 37°C por 72 horas em jarras de anaerobiose usando
gerador de anaerobiose GasPak (DE MAN et al.,, 1960). O concentrado celular de
Lactobacillus acidophilus foi utilizado para a producdo das microcdpsulas e para a

fabricacdo dos queijos probidticos.

Cultura liofilizada tipo O, constituida de Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris (R 704 - Chr. Hansen, Valinhos, Brasil) foi
inoculada em leite desnatado reconstituido estéril e incubada a 30°C /16 h e utilizada

para fabricacdo dos queijos.
2.2. Producao das microcapsulas contendo Lactobacillus acidophilus

A microencapsulacdo do Lactobacillus acidophilus foi realizada através da
combinacdo de técnicas de gelificacdo idnica e coacervacdo complexa, conforme
descrito por Ribeiro (2011) e Gerez et al. (2012). Inicialmente, uma emulsdo contendo
solug@o de pectina citrica de baixo grau de esterificacdo amidada (2 % p/p) e manteiga
sem sal (2 % p/p) em pH 4,0 foi preparada a partir de agitacdo a 14.000 rpm/5min
(Ultraturrax - IKA, Works do Brasil). A emulsdo adicionou-se o concentrado de células
de L. acidophilus contendo aproximadamente 10" UFC/mL, agitando-se novamente em

ultraturrax (6000rpm/1min) para incorporacdo das células a emulsdo. A emulsdo obtida

102



foi aspergida através de um bico atomizador duplo fluido (didmetro de 1 mm) em uma
solucdo de cloreto de cdlcio (2 % p/v) em pH 4,0, havendo a formacdo das
microcdpsulas, que foram mantidas sob agitacdo constante (410 rpm) por 30 minutos na
solugdo de CaCl, para completa gelificacdo. Apds esse periodo, as microcapsulas foram
removidas, drenadas em peneira (poro de 0,125 mm) e lavadas com 4gua deionizada
com pH 4,0, obtendo-se assim as microcdpsulas de pectina por gelificacdo idnica
(Microcépsulaspgc). As Microcdpsulaspgc foram colocadas em solugdo de concentrado
proteico de soro (CPS) (4% p/v) em pH 4,0 previamente tratada termicamente a 80°C/15
minutos, em banho térmico sob agitacdo. As microcdpsulas foram mantidas nessa
solucdo por 30 minutos, sob agitacdo (410 rpm), para propiciar o recobrimento das
particulas de pectina com as proteinas do soro. Decorrido este tempo, as microparticulas
foram removidas da solu¢do e novamente lavadas com &dgua deionizada pH 4,0,
obtendo-se assim as microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro apds

tratamento térmico (Microcdpsulaspgcips-1T)-
2.2.1. Composicao fisico-quimica das microcapsulas

A caracterizacdo fisico-quimica das microcdpsulas recém produzidas foi feita
através da avaliacdo do tamanho médio e da distribuicdo de tamanho das particulas,

morfologia e dos teores de proteina, umidade e lipideos.

A avaliag@o do diametro médio e sua distribuicdo de tamanho foram realizadas
utilizando o analisador de tamanho de particulas Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, United Kingdom). A morfologia foi observada em
microscopio Optico (Jenaval) utilizando objetiva de 25x e optovar de 1,25x com
captacdo de imagens por camera digital, com a utilizacdo do software EDN-2 —
Microscopy Image Processing System. Também foi realizada a microscopia eletronica
de varredura (MEV) para observagdo da microestrutura das microcédpsulas e para isso as
mesmas foram liofilizadas. Para a obtencdo das microcdpsulas liofilizadas, as
microcdpsulas recém produzidas foram congeladas em freezer a -80°C e, em seguida,
submetidas ao processo de liofilizacdo (liofilizador Edwards Pirani 501) por
aproximadamente 48 horas, nas seguintes condi¢cdes operacionais: temperatura do

condensador -60 °C, pressao 10" mbar e temperatura final de 25°C. As microcéapsulas
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liofilizadas foram fixadas em stubs de aluminio (Icm X lIcm) e recobertas com fina
camada de ouro (180 segundos e corrente de 40 mA) por meio de um Sputter Coater.
Foi utilizado microscépio eletronico de varredura modelo JSM — 5800LV Jeol, com

aceleragdo de voltagem de 20 kV.

Os teores de umidade e proteina das microparticulas foram determinados
segundo metodologias descritas pela AOAC (2006), e o teor de lipideos segundo Bligh
e Dyer (1959). A umidade foi determinada através de secagem em estufa a 105°C por
15 horas. O teor de nitrogénio total das particulas e da pectina utilizada na sua producio
foi determinado por Kjeldahl. Para o cédlculo do nitrogénio referente a adsor¢dao da
proteina do soro na microparticula, o teor de nitrogénio presente na pectina foi
descontado do teor de nitrogénio total das particulas. O teor de proteina adsorvida na
particula foi calculado multiplicando-se o nitrogénio referente a adsor¢do da proteina do
soro por 6,38. Os resultados da porcentagem de proteina adsorvida nas microparticulas

foram expressos em base seca.

Para a correta determinacio do teor de lipideos, foi necessdrio realizar a digestao
prévia da proteina das microcdpsulas, para a extragdo completa do conteddo lipidico.
Para isto, foram pesados 5g de microcdpsulas em tubos de ensaio, aos quais foram
adicionados 10 mL de solucdo de citrato de sodio (2% p/v), para dissolu¢do das
mesmas. Em seguida, adicionou-se 0,3mg/g de pepsina e o pH da solucdo foi ajustado
para 3,0, seguindo-se agitacao por 1 minuto. Os tubos foram mantidos a 37°C em banho
metabdlico com agitacdo por 4 horas. Apds esse periodo, adicionou-se 0,3mg/g de
pancreatina e o pH da solugdo foi ajustado para 7,0, seguindo-se novamente agitacao
por 1 minuto. Os tubos foram mantidos a 37°C por mais 12 horas, € apos essa tempo

seguiu-se a metodologia normal de extracdo pelo método de Bligh e Dyer (1959).

2.2.2. Avaliacdo da viabilidade de Lactobacillus acidophilus LaS nas

microcdpsulas recém produzidas

A viabilidade do Lactobacillus acidophilus nas microcdpsulas foi determinada
por meio da contagem de células vidveis. Para o rompimento das microcdpsulas e
liberagdo dos micro-organismos, as mesmas foram colocadas em solugdo de citrato de

sodio (2 % p/v) em pH 7,0 e submetidas a vigorosa agitacao por 5 minutos (GROSSO e
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FAVARO-TRINDADE, 2004; KRASAEKOOPT et al., 2004). Em seguida, foram
realizadas diluicdes sucessivas em dgua peptonada (0,1 % p/v), e plaqueamento em
profundidade em placas de Petri utilizando dgar MRS. As placas foram incubadas a
37°C por 72 horas em jarra anaerdbia, utilizando-se gerador de anaerobiose, com

posterior contagem da populacdo de micro-organismos probidticos (DE MAN et al.,

1960).
2.3. Fabricacao do queijo Prato

Os queijos foram fabricados pelo método tradicional, conforme descrito por
Furtado e Lourenco Neto (1994), em tanque automaético, dotado de lira e controle de

agitacdo, conforme mostrado na Figura 1.

Para a fabricacdo do queijo Prato, utilizaram-se 200 L de leite (Laticinio Atilatte
— Fazenda Atibainha, Atibaia, SP) pasteurizado (63°C/30 minutos) e resfriado a 35°C.
Adicionou-se cultura l4ctica tipo O (Lactococcus lactis subsp. lactis € Lactococcus
lactis subsp. cremoris - R704, Chr. Hansen) na propor¢do de 1% (v/v) sobre o volume
de leite, cloreto de cdlcio (250 ppm), corante urucum (80 ppm) e coagulante (Ha La
1175, Chr. Hansen) em quantidade suficiente para coagulacao em 35 minutos. Apds 35
minutos, o codgulo foi cortado em cubos de 1 cm de aresta, com agitacdo lenta
progressiva durante 15 minutos, seguido de repouso por 5 minutos. Realizou-se a
dessoragem parcial, através da remoc¢ao de 30% do volume do soro, seguido de adicao
de dgua a 80°C, para a etapa de cozimento da massa até 42°C, com aumento gradativo
de 1°C a cada 3 minutos até atingir o ponto de massa. ApOs a etapa de cozimento, o
soro foi parcialmente drenado e a massa foi dividida em trés lotes iguais, sendo pesada e
coberta com soro a 42°C. Cada lote foi submetido a um dos seguintes tratamentos: 1)
adicionado de L. acidophilus livre (0,5% v/p); 2) adicionado de microcdpsulas de
pectina (10% p/p); 3) adicionado de microcdpsulas de pectina recobertas com proteina
de soro (10% p/p). Em seguida, o soro de cada lote foi drenado totalmente e a massa
enformada, em formas retangulares de 0,5 kg, e prensada (30psi por 30 min. e 50psi por
90 min.) em prensa pneumatica. Apos a prensagem, 0s queijos permaneceram por 5

horas em temperatura ambiente para fermentacdo, seguida de salga em salmoura (20%)
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por 10 horas (5°C). Ao final da salga, os queijos foram secos por 48 horas (12°C),

embalados a vacuo e armazenados a 12°C para avaliagdo periddica.

Leite cru

v

Pasteurizagdo LTLT (63°C/30 min.) e resfriamento

Cultura lactica tipo O (1% v/v)

CaCl, (250 ppm)
corante urucum (80 ppm)

coalho

» N

y <

Repouso para coagulacdo. Corte da massa (graos de 1cm de aresta)

l

Tratamento da massa: agitacdo, aquecimento, retirada parcial do soro, adi¢do
de 4gua (80°), aquecimento da massa (42°C), dessoragem parcial

Lactobacillus acidophilus Microcapsulas de pectina
livre contendo L. acidophilus

=

Microcéapsulas de pectina
recobertas com proteina de soro
contendo L. acidophilus

»
»

Dessoragem total, enformagem, prensagem, salga em salmoura, secagem

!

'

|

Queijo Prato Queijo Prato adicionado Queijo Prato adicionado
adicionado de de microcdpsulas de de microcapsulas de
Lactobacillus pectina contendo L. pectina recobertas com
acidophilus livre acidophilus proteina de soro contendo
L. acidophilus

|

|

|

Embalagem a vicuo e armazenamento refrigerado dos queijos em BOD (12+1°C) por 60 dias.
Avaliagao periédica dos produtos

Figura 1 - Fluxograma de producio dos queijos
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2.3.1. Caracterizagdo fisico-quimica e microbioldgica do leite

A caracterizagdo fisico-quimica do leite cru foi realizada através da andlise de
pH, acidez através da titulacdo com hidréxido de s6dio N/9 em presenca de indicador
fenolftaleina, densidade através de lactodensimetro com corre¢do de temperatura e
gordura pelo método de Gerber, segundo AOAC (2006), e extrato seco total pelo disco
de Ackermann. O leite pasteurizado foi avaliado quanto ao teor de gordura pelo método
de Gerber, pH, acidez através da titulacdo com hidréxido de sédio N/9 em presenca de
indicador fenolftaleina, extrato seco total por secagem em estufa a 105°C e cinzas por
incineracdo em mufla a 550°C, conforme descrito na AOAC (2006). Foi utilizado o
método de Kjeldahl (AOAC, 2006) para a determinag@o dos teores de Nitrogénio Total
(NT), Nitrogénio solivel em pH 4,6 (NS pH 4,6) e Nitrogénio soluvel TCA 24% (NS
TCA 24%). A partir desses valores foram calculados os teores de proteina total (através
da diferenca entre o NT e o NS TCA 24%, multiplicado por 6,38) e caseina (através da
diferenca entre o NT e o NS pH 4,6, multiplicado por 6,38.) A eficiéncia da
pasteurizacdo foi avaliada através da atividade das enzimas lactoperoxidase e fosfatase

alcalina segundo LANARA (1981) e AOAC (2006).

Para caracterizacdo microbioldgica, o leite cru e o leite pasteurizado foram
avaliados quanto a contagem padrdo em placas e contagem de micro-organismos
psicrotroficos, segundo metodologia da APHA (2004). Para as anélises, uma aliquota de
10 mL do leite foi transferida para um frasco contendo 90 mL de solu¢do de dgua
peptonada 0,1% (p/v), obtendo-se assim a diluicdo 107, A partir desta, foram feitas as
diluicdes subsequentes necessdrias a realizacdo das andlises. A contagem padrdo em
placas foi realizada pelo método de plaqueamento em profundidade, utilizando agar
padrao (PCA), incubando as placas a 35°C/48 horas. Para a contagem de psicrotréficos
utilizou-se dgar padrao (PCA), com plaqueamento em superficie e incubacdo a 7°C/10

dias.
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2.4. Caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica dos queijos

No dia seguinte a embalagem dos queijos (dia 1), amostras de cada tratamento
foram aleatoriamente escolhidas para avaliacdo da composi¢ao fisico-quimica. A partir
desse ponto, periodicamente (15, 30, 45 e 60 dias apds a embalagem) amostras de
queijo foram avaliadas quanto ao pH, acidez, umidade, protedlise, perfil eletroforético,
perfil de textura e viabilidade do micro-organismo probidtico e da cultura lactica
tradicional. O padrdo microbioldgico dos queijos probidticos foi avaliado logo apds a
fabricacdo, através de contagens de coliformes a 45°C, de estafilococos coagulase
positiva, pesquisa de Salmonella sp. e de Listeria monocytogenes. A caracteristica
sensorial e a microestrutura do queijo Prato foram avaliadas apds 30 dias de
armazenamento refrigerado. Os queijos também foram expostos a condi¢des que
simulam a passagem pelo trato gastrointestinal para avaliagdo da viabilidade do micro-

organismo probidtico, apds 30 dias de armazenamento refrigerado.

2.4.1. Anadlises fisico-quimicas dos queijos Prato adicionados de

Lactobacillus acidophilus

Para a execucdo das andlises, foi realizada amostragem dos queijos segundo
APHA (2004). A parte externa dos queijos foi retirada, desprezando aproximadamente
0,5 cm de todos os lados. As amostras foram entdo trituradas até a obtencdo de
particulas de 2 a 3 mm, que foram utilizadas para as andlises, conforme descrito a

seguir.

« pH: Foi utilizado potencidometro devidamente calibrado, com o eletrodo introduzido
diretamente nas amostras de queijo.

« Acidez titulavel: Determinada através da titulacdo com hidréxido de sodio 0,1N em
presenca de indicador fenolftaleina, de acordo com AOAC (2006).

. [Extrato seco total (EST): Determinacdo por secagem em estufa a 105°C de acordo
com AOAC (2006).

o Gordura: Determinada pelo método de Gerber de acordo com British Standard
Institution (1989);

« Cinzas: Determinada por incineracdo em mufla a 550°C, de acordo com AOAC
(2006).
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« Sal: Foi determinado pelo método Volhard (RICHARDSON,1985).

« Nitrogénio total (NT): Foi determinado através do método macro-Kjeldahl, de acordo
com AOAC (2006) utilizado o fator de conversao 6,38.

« Nitrogénio solivel em pH 4,6 (NS-pH 4.,6): Foi determinado através do nitrogénio
soluvel do filtrado apds a precipitacdo no ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6) pelo
método macro-Kjeldahl, de acordo com AOAC (2006).

o Nitrogénio solivel em TCA 12% (NS-TCA 12%): Foi determinado através do
nitrogénio solivel do filtrado, apds precipitag@o pela adicdo de dcido tricloroacético
(TCA 12%), pelo método macro-Kjeldahl, de acordo com AOAC (2006).

o Proteina: Calculada da diferenca entre nitrogénio total e o nitrogé€nio soldvel em
TCA 12%, multiplicado por 6,38.

« Caseina: Calculada pela diferenca entre nitrogénio total e o nitrogénio solivel em pH

4,6, multiplicado por 6,38.

A protedlise foi avaliada com base nos valores de Nitrogénio soldvel em pH 4,6
em relacdo ao Nitrogénio Total — NS pH4,6(%NT), e de Nitrogénio solivel em TCA
12% em relacdo ao Nitrogénio Total — NS TCA12%(%NT). Esses valores foram

utilizados para comparar a protedlise dos queijos frente aos diferentes tratamentos.

Perfil eletroforético

As amostras de queijo foram digeridas em solugdo tampao com adi¢do de [3-
mercaptanol e em seguidas congeladas em tubos Eppendorf até o momento da anélise.
As amostras foram analisadas em gel polimerizado de Uréia de acordo com o método de
Andrews (1983) com modifica¢des, com 4% e 9% de poliacrilamida no gel de cobertura
e de corrida respectivamente. A separacdo das bandas ocorreu na voltagem constante de
90V por 15 minutos e depois a 120V até a linha da banda chegar ao final do gel. As

bandas foram reveladas por imersdo do gel em Brilliant Blue Coloidal.

Perfil de textura dos queijos

Para a avaliacdo da textura, cilindros de 2 cm de didmetro e 2,4 cm de altura
foram retirados do queijo com o auxilio de uma sonda de aluminio, acondicionados em

sacos impermedveis e mantidos em banho de 4gua a 10°C por no minimo 4 horas para
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estabilizacdo da temperatura. A determinag¢do do perfil de textura foi realizada em
texturometro TA-XT2, com probe de aluminio de 35 mm de didmetro. A velocidade do
teste foi de 100 mm./min e com compressdao de 40% da altura inicial do cilindro de
queijo, com repeticdo em 5 segundos. O teste foi feito em tentuplicada (FOX et al.,

2000; SZCZESNIAK, 2002).

Avaliacao da microestrutura dos queijos

Para a realizacdo da microestrutura dos queijos com 30 dias de armazenamento
refrigerado, as amostras foram preparadas segundo metodologia adaptada de Tamime et

al. (1990) e Barros (2005).

As amostras de queijo foram cortadas em pedacos de 2,5 x 2,5 x 5,0 mm, com
laminas de aco inox e fixadas com glutaraldeido 2% em tampao fosfato de s6dio 0,1M a
pH 7,13 por uma noite, a temperatura ambiente. As amostras foram lavadas duas vezes
com tampao fosfato 0,1M (15 min. cada lavagem), fraturadas a temperatura ambiente,
retornadas para solu¢do tampdo, e entdo pds-fixadas com tetréxido de ésmio 1% em
tampao fosfato 0,1M por 8 horas. Apds esse tempo, as amostras foram lavadas
novamente com tampao fosfato 0,1M por duas vezes (15 min.) e desidratadas
gradualmente usando etanol nas concentracoes de 70% (2 lavagens de 15 min.), 90% (2
lavagens de 15 min.), 95% (2 lavagens de 10 min.), 100% (3 lavagens de 10 min.) e
acetona 100% (2 lavagens de 30 min). Em seguida, as amostras foram secas em secador
de ponto critico CPD 030 da Balzers, montadas em stubbs de aluminio com cola de
prata e metalizadas com ouro usando metalizador SCD 050 também da Balzers e
levadas para observacdo ao microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-5800LV a

20kV.

Avaliacdo sensorial

Antes da realizacdo da avaliacdo sensorial dos queijos, foram realizadas andlises
para verificar se os produtos estavam dentro do padrao microbiolégico estabelecido pela
legislacao (BRASIL, 2001), que estabelece padrdes para contagem de coliformes a
45°C, estafilococos coagulase positiva e pesquisa de Salmonella sp. e Listeria

monocytogenes.
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A avaliacdo sensorial dos queijos foi realizada através de teste de aceitagdo do
consumidor (VILLANUEVA e DA SILVA, 2009), baseada na aparéncia, textura, sabor,
aroma e impressdo global do produto, utilizando-se escala hedonica estruturada de 9
pontos. A intencdo de compra também foi avaliada através de escala hedodnica de 5
pontos. Os testes foram realizados por uma equipe de 100 provadores nao treinados,
consumidores habituais do produto, recrutados aleatoriamente. As amostras foram
apresentadas individualmente, em recipientes plasticos adequados, devidamente
codificados com ndmeros aleatdrios de 3 digitos a uma temperatura na faixa de 7 a 10°C

e avaliadas em cabines individuais, sob luz branca.

2.4.2. Andlises microbiolégicas dos queijos Prato adicionado de

Lactobacillus acidophilus

Para a realizacdo das andlises, as amostras foram preparadas em condig¢des
assépticas, segundo APHA (2004). A parte externa dos queijos foi retirada,
desprezando-se aproximadamente 0,5 cm de todos os lados. As amostras foram entdo
trituradas até a obtencdo de particulas de 2 a 3 mm, que foram utilizadas para as

analises.

A viabilidade dos micro-organismos presentes no queijo Prato adicionado de
Lactobacillus acidophilus foi avaliada utilizando-se metodologias seletivas, conforme
descrito anteriormente. Para tais andlises, pesaram-se 25 g de queijo triturado em saco
plastico para homogeneizacdo das amostras (Seward) e adicionaram-se 225 mL de
solugdo de citrato de s6dio (2%) pH 7,0. A mistura foi homogeneizada por 15 minutos
em velocidade média em Stomacher 400 (Seward) e imediatamente utilizada para a
avaliacdo da viabilidade dos micro-organismos. Posteriormente, foram realizadas
dilui¢des sucessivas em dgua peptonada 0,1% (p/v) e plaqueamento em profundidade
em placas de Petri. Utilizou-se solugdo de citrato de sddio como primeira dilui¢do para

promover o rompimento das microcdpsulas e liberacdo dos micro-organismos.

A contagem de L. acidophilus foi determinada através de plaqueamento em
profundidade em agar MRSS, preparado a partir de 4gar MRS sem glicose e com adi¢do
de sorbitol (10 g/L). As placas foram incubadas a 45°C por 72 horas em anaerobiose,

com posterior contagem da populacdo de micro-organismos (OBERG et al., 2011). A
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contagem dos micro-organismos da cultura de Lactococcus lactis foi determinada
através de plaqueamento em profundidade em dgar M17, com adicao de 5% de solucdo
de lactose (10% p/v). As placas foram incubadas a 30°C por 72 horas em aerobiose,
com posterior contagem dos micro-organismos (TERZAGHI e SANDINE, 1975). Para
efeito de comparacdo entre os resultados, em cada ponto de andlise dos queijos
probidticos, também foram analisadas as culturas utilizadas na fabricagdo, a partir de
um novo indculo, seja a cultura pura de Lactobacillus acidophilus La5 ou a cultura de
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris, utilizando-se as

mesmas metodologias aplicadas aos queijos.

O padrio microbiolégico dos queijos Prato adicionados de Lactobacillus
acidophilus foi avaliado logo apds sua producgdo, por metodologias oficiais. Foram

realizadas as seguintes anélises, no Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL):

e Contagem de coliformes a 30-35°C e a 45°C através de contagem pelo método
do nimero mais provavel (NMP), segundo ISO 4831 (2006) e ISO 7251 (2005);

e Contagem de Estafilococos coagulase positiva, segundo APHA (2004);

e Pesquisa de Listeria monocytogenes, segundo ISO 11290-1 (1996)

e Pesquisa de Salmonella spp., segundo ISO 6785 / IDF 93(2001)

2.5. Avaliacao da viabilidade do Lactobacillus acidophilus nos queijos
durante exposicio a condicoes que simulam a passagem pelo trato

gastrointestinal

2.5.1. Preparo do suco gastrico e intestinal artificial e da solucdo de bile

Os sucos gastrico e intestinal artificiais foram preparados segundo Mozzi et al.
(2009) e Picot e Lacroix (2004), com modificagdes. O suco géstrico artificial (SGA) foi
preparado com cloreto de potassio (1,12 g/L), cloreto de sédio (2,0 g/L), cloreto de
célcio (0,11 g/L) e fosfato de potdssio monobdsico (0,4 g/LL ), sendo em seguida
esterilizado a 121°C/15 min. Imediatamente antes da sua utilizacdo, o SGA foi

adicionado de mucina (3,5 g/L) e pepsina (0,26 g/L) e o pH foi ajustado para 3,0 com
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HCI IN. O suco intestinal artificial (SIA) foi preparado através da adi¢ao de solugdo de
pancreatina ao SGA para obten¢do da concentracao final de 1,95g/L. e em seguida, o pH
foi ajustado para 7,0 com adi¢cdo de NaHCO; IN. A solu¢do de bile foi preparada em
dgua na concentragdo de 0,5%, foi esterilizada (121°C/15 mim) e seu pH ajustado para

7,0.

2.5.2. Avaliacdo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus

A avaliagdo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus durante simulacdo das
condi¢des gastrointestinais foi realizada com metodologia adaptada de Wang et al.
(2009) e Buriti et al. (2010). A avalia¢do foi realizada nos queijos apds 30 dias de
armazenamento sob refrigeracdo. Inicialmente, 10 g de queijo triturado foram
adicionados em erlenmeyers contendo 100 mL de suco gastrico artificial (SGA) pH 3,0
que foram incubados a 37°C sob agitacdo em banho metabdlico tipo Dubnoff, conforme
esquema apresentado na Figura 2. Imediatamente apos a adicdo das amostras ao SGA
(0 min), e apds 60 e 120 minutos de exposicao ao SGA, uma aliquota de 10 g (amostras
de queijo em SGA) foi retirada para andlise. Apds a retirada da aliquota aos 120
minutos de exposi¢cdo ao SGA, foi adicionada aos erlenmeyers a solucdo de pancreatina
e o pH foi ajustado para 7,0. Os erlenmeyers foram mantidos no banho por mais 300
minutos, e, em seguida nova aliquota foi retirada para andlise da viabilidade do L.

acidophilus.
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10g queijo

,l\ —| 10g 0 min. — Viabilidade celular
N
T 10g 60 min. — Viabilidade celular
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; Viabilidade celular
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Pancreatina
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N
)
—
~1 300 min,  — Viabilidade celular
SIA _ | — » | 10¢g
—

Figura 2 — Representago esquematica da avaliacfo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus
durante a exposicdo dos queijos as condi¢cdes gastrointestinais simuladas. SGA: suco gastrico

artificial pH 3,0; SIA: suco intestinal artificial pH 7,0.

A avaliacdo da resisténcia a bile foi realizada com 10 g de queijo, que foram
adicionados a erlenmeyers contendo 100 mL de solucao de bile 0,5%, com pH ajustado
para 7,0 (Figura 3). Ap6s 0, 60 e 300 minutos de exposicdo a bile, aliquotas foram

retiradas para andlise da viabilidade do Lactobacillus acidophilus.

10g queijo
/L —| 10g 0 min. — Viabilidade celular
K
100 mL 10g 60 min. — Viabilidade celular
solugdode ()
bile 0,5% _|
pH7.0 —/ | 10¢ 300 MiN, — — Viabilidade celular

Figura 3 — Representacdo esquemadtica da avaliag@o da viabilidade do Lactobacillus acidophilus

durante a exposicdo dos queijos a solucdo de bile 0,5% em pH 7,0 por 300 minutos.
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Para avaliagdo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus, optou-se por pesar
as amostras (queijo em SGA), depois de adequada homogeneizacdo, para que a aliquota
fosse mais representativa. Assim, uma aliquota de 10 g retirada dos erlenmeyers foi
transferida para sacos pldsticos para homogeneizacdo de amostras e adicionada de
NaHCOs IN para neutralizacdo do pH. Para rompimento das cdpsulas e liberagdo dos
micro-organismos, foram adicionados 90 mL de citrato de sédio (2 % p/v) pH 7,0, e a
amostra foi submetida a agitacdo em Stomacher, por 5 minutos em velocidade média.
Seguiu-se a diluicio em &dgua peptonada 0,1% e plaqueamento em profundidade
utilizando dgar MRSS, com incubacdo a 45°C por 72 horas em condi¢cdes de
anaerobiose. A avaliacdo da viabilidade do micro-organismo apds a exposicdo a bile
seguiu 0 mesmo procedimento, ndo sendo necessdrio realizar a neutralizacdo da

amostra.

2.6. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o de parcelas subdivididas (Split-
Plot) e o experimento completo foi repetido trés vezes. O fator principal foi o
tratamento (forma de veiculacdo do micro-organismo - 3 niveis de variacdo), e o fator
secundério o tempo de armazenamento (5 niveis de variagcdo). O efeito dos tratamentos,
do tempo de armazenamento, bem como das interagdes desses fatores sobre as
caracteristicas dos queijos foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA) e teste de

Tukey de comparacdes de médias, considerando um nivel de significancia de 5%.

Para avaliagdo da sobrevivéncia dos micro-organismos, as médias das contagens
foram transformadas em log;o e a avaliacdo do efeito dos tratamentos e do tempo na
sobrevivéncia do micro-organismo foi avaliada por andlise de varidncia (ANOVA).
Quando existiram, as diferencas foram avaliadas por teste de Tukey de comparacdes de

médias, considerando um nivel de 5% significancia.

A avaliacdo sensorial dos queijos foi realizada por andlise de variancia
(ANOVA). Quando existiram, as diferencas foram avaliadas por teste de Tukey de

comparagdes de médias, considerando um nivel de 5% significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao das microcapsulas contendo Lactobacillus acidophilus

Durante a producao das microcapsulas contendo o Lactobacillus acidophilus, a
viabilidade do micro-organismo foi avaliada nas diferentes etapas, conforme
apresentado na Tabela 1. Observou-se que o processo de microencapsulacio de
Lactobacillus acidophilus em pectina utilizando-se a técnica de gelificagdo i6nica com
ou sem recobrimento com proteina de soro por coacervacdo complexa, mostrou-se
eficiente, j4 que ndo houve perdas na viabilidade do micro-organismo, uma vez que a
diferenca obtida na contagem do concentrado celular (9,86 log UFC/mL) em relacdo a
contagem obtida nas microcdpsulas (em torno de 8 log UFC/g) deve-se ao fator
diluicdo, ja que foi adicionada uma por¢do de 10 mL do concentrado em 500 mL de
emulsdo de pectina e manteiga para a producdo das microcdpsulas. A eficiéncia da
microencapsulacdo do Lactobacillus acidophilus também foi observada por Ribeiro

(2011), na producdo do mesmo tipo de microcédpsulas.

Tabela 1 - Viabilidade do Lactobacillus acidophilus durante a produgdo das

microcdpsulas (n=3)

Amostra Viabilidade (log UFC/g)
Concentrado celular de L. acidophilus 9,86 £0,014
Emulsao (solucdo de pectina + manteiga + concentrado

8,24 + 0,002
celular)
Microcéapsulas de pectina 7,99 £0,19
Microcédpsulas de pectina recobertas com proteina de soro 8,04 £0,28

As microcapsulas recém produzidas foram caracterizadas quanto a sua
morfologia e observou-se através da microscopia Optica que as microcapsulas
apresentaram formato esférico, com goticulas de gordura e micro-organismos (no
formato de bastonetes) homogeneamente distribuidos em seu interior (Figura 4). A
Figura 5 apresenta a microscopia eletronica de varredura das microcdpsulas de pectina

recobertas com proteina de soro, onde observou-se uma microcdpsula parcialmente
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rompida. E possivel observar goticulas de gordura distribuidas por toda a microcdpsula

e a presenca de micro-organismos em seu interior (Figura 5 B).

Figura 4 - Morfologia das microcapsulas recém-produzidas obtida por microscopia Optica. A:
Microcépsula de pectina; B: Microcdpsula de pectina recobertas com proteina de soro. Setas
claras indicam as goticulas de gordura e setas escuras indicam Lactobacillus acidophilus. Barra

=100 pm.
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Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura das microcdpsulas de pectina recobertas
com proteina de soro. A: Microcdpsula parcialmente rompida. As setas indicam as
goticulas de gordura. Barra = 100 um. B: Presenca de bastonetes na superficie interna

das microcdpsulas. Barra =1 um.
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A composi¢ao fisico-quimica das microcdpsulas recém produzidas € apresentada
na Tabela 2. As microparticulas ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo aos
teores de umidade, lipideos e em relacdo ao tamanho médio. Os teores de umidade
foram semelhantes (95,11% para microcdpsulas de pectina e 96,28% para microcapsulas
de pectina recobertas com proteina do soro apds tratamento térmico). Da mesma forma
nao houve diferenca em relagdo ao tamanho médio, evidenciando que o recobrimento

com as proteinas do soro nao resulta em aumento das microcépsulas.

Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica das microcapsulas recém-produzidas (n=3).

"Microcapsulaspgc *Microcapsulaspgc.ps.rr p
Umidade (%) 95,22 +0,3* 96,95 +0,81% 0,061
Nitrogénio
1,25 +0,21 4,52 +0,84 -
(% na matéria seca)
Proteina
- 23,11 £5,69 -
(% na matéria seca)
Lipideos
_ 37,18 +2,85" 32,30 + 5,86" 0,423
(% na matéria seca)
Tamanho médio (um) 268,30 + 12,37% 24872 + 54,29* 0,660
lMicroceipsulaspEc: microcdpsula de pectina; 2Microc2’1psulaspEc+Ps_TT: microcdpsulas de pectina

recobertas com proteina de soro tratada termicamente. a, b — entre os tratamentos, letras minusculas

diferentes na mesma linha, apresentam diferenca significativa (p<0,05).

3.2. Fabricacao do queijo Prato adicionado de Lactobacillus acidophilus 1.a5

3.2.1. Caracterizacdo da matéria-prima

A Tabela 3 apresenta a composicao fisico-quimica e microbioldgica do leite cru
e pasteurizado utilizados nos processamentos. Observa-se que ambos atendem aos
padrdes exigidos pela IN 62 (BRASIL, 2011) quanto aos parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos, e que o leite foi pasteurizado adequadamente, apresentando resultados
negativos para a atividade da fosfatase alcalina (leite pasteurizado) e positivos para a

lactoperoxidase.

119



Tabela 3 - Caracterizagao fisico-quimica do leite cru e pasteurizado (n=3)

Constituintes Leite cru Leite pasteurizado P
pH 6,80 + 0,06 6,73 £0,03" 0,310
Acidez (g ac. lactico/100mL) 0,141 + 0,004" 0,14 +0,01* 0,914
Densidade relativa a 15°C (g/mL) 1,032+ 0,001 nd nd
Extrato Seco Total (%) 11,95 +0,32° 11,55 +0,18" 0,297
Gordura (g/100g) 3,05+0,1° 3,05 £ 0,06 0,742
Cinzas (g/100g) nd 0,71 £0,01 nd
Proteina total (g/100g) 2,97 £0,1° 3,02 £0,27° 0,723
Caseina (g/100g) nd 2,31 £0,23 nd
Atividade da fosfatase alcalina Positiva Negativa nd
Atividade da lactoperoxidase Positiva Positiva nd
Contagem Bacteriana Total 4,08 +0,29* 2,61 0,06 0,003
(log UFC/mL)

Micro-organismos psicrotréficos 2,48 +0,07° <2b <0,001

(log UFC/mL)

nd — ndo determinado

3.2.2. Caracterizagdo fisico-quimica e microbioldgica dos queijos

A Tabela 4 apresenta a composi¢do fisico-quimica dos queijos adicionados de
Lactobacillus acidophilus La5. Observou-se que os queijos produzidos apresentaram
composi¢do tipica de queijo Prato, conforme estabelecido na Portaria 358 (BRASIL,
1997) e segundo Furtado e Lourengo Neto (1994). Nao foram observadas diferencas em
relacdo ao pH, acidez (% éacido lactico), Extrato Seco Total, e aos teores de gordura,
cinzas, sal, proteina total e caseina. Esse resultado era esperado, uma vez que todos os
queijos foram produzidos a partir de uma tnica massa, que foi dividida no momento da
dessoragem e entdo adicionada do probidtico em diferentes formas. Tais valores sdao
semelhantes aos obtidos por Henrique (2004), Spadoti et al. (2004) e Silveira (2009)
para composi¢ao fisico-quimica de queijo Prato tradicional. Os resultados indicam que a
adicao das microcapsulas na proporcao de 10% (p/p) a massa dos queijos ndo afetou sua

composi¢ao.
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Tabela 4 - Caracterizagdo fisico-quimica dos queijos adicionados de Lactobacillus

acidophilus La5 logo ap6s a fabricagdo (n=3).

Constituintes Queijo Prato  Queijo Prato com Queijo Prato com p

com LaS5 livre Microc&ipsulaspEc1 Microc:’lpsulaspEc,,ps_TT2

pH 5,28 £0,09° 5,30 £0,13" 5,27 £0,09° 0,550
Acidez (% acidez 0,81 £0,22° 0,77 £ 0,20° 0,92 +0,12* 0,344
titulavel)

Extrato Seco 59,70 + 1,03" 59,64 +0,85" 58,82 + 0,46 0,188
Total (%)

Gordura (%) 31,83 £ 2,60 30,92 + 1,88" 30,78 £+ 1,54° 0,138
Cinzas (%) 4,11 £0,28" 4,19 £0,19° 4,09 +0,40" 0,805
Sal (%) 1,67 £0,20° 1,88 £ 0,04 1,81 £0,25° 0,315
Proteina total 23,53 £0,25° 23,37 £ 0,46 22,82 +0,66" 0,298
(%)

Caseina (%) 22,83 +0,10° 22,64 + 0,75 22,15 +0,93" 0,416

1Microcaipsulasp]gc: microcdpsula de pectina; 2MicrocépsulaspEc+ps_TT: microcdpsulas de pectina

recobertas com proteina de soro tratada termicamente.

Na Tabela 5 estdo apresentadas as contagens de micro-organismos probidticos e
do fermento lactico presentes nos queijos. A porcao recomendada para queijo Prato pela
ANVISA (BRASIL, 2003) é de 30 g, e a Comissdao de Assessoramento Técnico-
cientifico em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (BRASIL, 1999), considera que
a quantidade minima viadvel para os probidticos deve estar situada na faixa de 8 a 9 log
de UFC na por¢ao recomendada do produto pronto para o consumo (BRASIL, 2008).
Desta forma, as populacdes de L. acidophilus nos queijos com La5 livre, queijo com
microcdpsulas de pectina e queijo com microcapsulas de pectina recobertas com
proteina de soro sdo de 7,43; 7,10 e 6,89 log UFC por por¢dao de 30 g de queijo,
respectivamente, ficando abaixo do estabelecido pela legislacdo brasileira. Esses
resultados foram obtidos através da contagem em dgar MRSS, que foi considerado
seletivo para L. acidophilus anteriormente. A contagem mais baixa do que o esperado
provavelmente ocorreu devido a uma perda ndo prevista de microcdpsulas e do micro-
organismo livre no momento da fabricagdo dos queijos, uma vez que a propor¢do de

micro-organismos adicionada foi calculada para que os queijos tivessem contagens de 7
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log UFC/g. J4 em relagdo ao Lactococcus lactis, ndo houve diferenca entre os queijos, o
que era esperado, uma vez que todos os queijos partiram da mesma massa, que foi

produzida a partir de uma tnica batelada onde foi adicionada essa cultura ao leite.

Tabela 5 - Caracterizacdo microbioldgica dos queijos adicionados de Lactobacillus

acidophilus La5 logo ap6s a fabricagdo (n=3).

Queijo Prato  Queijo Prato com Queijo Prato com p

Viabilidade com LaS5 livre Microc&ipsulasp];c1 MicrocépsglaspEc,,ps_
TT

L. acidophilus La5’ 5,96 + 0,34 5,63 +0,29° 5,41 £0,25° 0,267
(log UFC/g)
L. acidophilus La5 7,43 7,10 6,89 -
(log UFC/30 g)
Lactococcus lactis” 991 +0,21* 9,68 + 0,09* 9,61 +0,14* 0,233
(log UFC/g)

'Queijo Prato probidtico adicionado de Lactobacillus acidophilus La5 microencapsulado  por
gelificacdo idnica com pectina. > Queijo Prato probidtico adicionado de Lactobacillus acidophilus La5
microencapsulado por gelificacdo i6nica com pectina recoberto com proteina de soro tratada
termicamente. *Contagem em dgar MRS adicionado de 10% de sorbitol como tnica fonte carboidrato,
incubado a 45°C por 72 h em anaerobiose. ‘Contagem em dgar M17 adicionado de 5% de solugdo de
lactose 10% (p/v) incubado a 30°C por 72 horas em aerobiose.

3.2.3. Efeito dos tratamentos e do tempo sobre as caracteristicas de maturacio do

queijo Prato

Observa-se na Tabela 6 que os tratamentos (Queijo Prato com La5 livre, Queijo
Prato com microcdpsulas de pectina e Queijo Prato com microcdpsulas de pectina
recobertas com proteina do soro) nao afetaram significativamente o pH, a acidez, a %
do nitrogénio soluvel em pH 4,6 (%NT), a % do nitrogénio solivel em TCA 12%
(%NT) e a textura dos queijos. Os queijos adicionados de La5 livre, em microcdpsulas
de pectina e em microcapsulas de pectina recobertas com proteina do soro apresentaram
valores médios de pH de 5,26 + 0,05; 5,26 + 0,06 e 5,26 + 0,05 e de % de acidez
titulavel de 0,90 = 0,17; 0,93 £ 0,19 e 0,97 + 0,13, respectivamente. Os valores médios
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da % do NS-pH 4,6 (%NT) foram de 9,98 + 4,06; 9,83 £ 3,91 e 10,07 £ 3,7 e da % NS-
TCA12% (%NT) foram de 3,77 + 1,61; 4,16 = 1,7 e 4,41 £ 1,56 para os queijos
adicionados de La5 livre, em microcdpsulas de pectina e em microcdpsulas de pectina

recobertas com proteina do soro, respectivamente. J4 os valores médios de firmeza (g)

para os mesmos queijos foram: 3202,2 + 659,5; 3313,2 + 773,3 € 2961,1 + 587,1.

O pH dos queijos ndo foi afetado pelo tempo de armazenamento (Tabela 6),
entretanto os outros fatores citados foram afetados pelo tempo, conforme apresentado
nas Figuras 6 a 8. O NS-pH 4,6 (%NT), que avalia a degradacdo da caseina, apresentou
valores semelhantes aos obtidos em estudos com queijo Prato tradicional, como no
estudo de Silveira (2009), e inferiores aos obtidos por Narimatsu et al. (2003). Os
valores de NS-TCA 12% (%NT) foram semelhantes aos obtidos para queijo Prato
tradicional obtidos por Narimatsu et al. (2003), Spadoti et al. (2005), Barros et al.
(2006) e Silveira (2009).

Tabela 6 - Resumo da Andlise de Varidncia (ANOVA). Efeito do tratamento, do tempo
e da interacdo tratamento x tempo sobre o pH, acidez, % do nitrogénio solivel em pH

4,6 (%NT), % do nitrogénio solivel em TCA 12% (%NT) e firmeza dos queijos.

Valores de p
Fator de
Acidez (% NS-pH NS-TCA Firmeza
variacao GL pH
acidez tituldavel)  4,6/(%NT) 12%(%NT) (2

Tratamento* 2 0,594 0,174 0,927 0,174 0,052
Tempo** 4 0434 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Tratamento x

8 0,993 0,858 0,929 0,939 0,249

Tempo

*Tratamentos: Queijo Prato com La5 livre, Queijo Prato com microcdpsulas de pectina e Queijo Prato
com microcdpsulas de pectina recobertas com proteina do soro. **Tempo: 1, 15, 30, 45 e 60 dias de

armazenamento refrigerado
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Figura 6 - Efeito do tempo de armazenamento sobre a acidez tituldvel dos queijos adicionados

de Lactobacillus acidophilus LaS (média dos 3 tratamentos) (n=3). a, b — ao longo do tempo

de armazenamento, letras mindsculas diferentes, apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 7 - Efeito do tempo de armazenamento sobre a protedlise dos queijos adicionados de
Lactobacillus acidophilus La5 (média dos 3 tratamentos), avaliando o NS-pH 4,6 (%NT)
(n=3). a, b, c — ao longo do tempo de armazenamento, letras mintsculas diferentes, apresentam

diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 8 - Efeito do tempo de armazenamento sobre a protedlise dos queijos adicionados de
Lactobacillus acidophilus LaS (média dos 3 tratamentos), avaliando o NS-TCA 12% (%NT)
(n=3). a, b — ao longo do tempo de armazenamento, letras mintdsculas diferentes, apresentam

diferenca significativa (p<0,05).

O aumento dos compostos nitrogenados, resultantes da degradacdo das proteinas
do queijo era esperado, uma vez que a caseina € inicialmente hidrolisada pelo
coagulante residual, o que gera o aumento do NS pH 4,6, enquanto que os peptideos
gerados sdo hidrolisados por peptidases produzidas pelos micro-organismos presentes,
como os do fermento lactico, da cultura probidtica adicionada ou das NSLAB,
resultando no aumento de pequenos peptideos e aminodcidos livres, o que gera o

aumento do NS TCA 12%.

Embora seja reportada na literatura a producao de aminopeptidases, dipeptidases
e proteinases intracelulares pelo L. acidophilus (KHALID e MARTH, 1990; SHIHATA
e SHAH, 2000; UPADHYAY et al., 2004), levando a hipdtese de que este micro-
organismo pode contribuir para o aumento da protedlise secunddria nos queijos
(BERGAMINI et al., 2009), ndo foi observada maior protedlise nos queijos adicionados
de L. acidophilus livre, quando comparados aos adicionados de micro-organismos na
forma microencapsulada, uma vez que os tratamentos nio afetaram significativamente a

protedlise dos queijos.

A degradacdo proteica que ocorre ao longo do tempo também pode ser
observada através do perfil eletroforético dos queijos, apresentado na Figura 9, onde
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pode-se visualizar a degradagao da fracdo agj-caseina, com formacao de ag;-caseina,
ap6s 15 dias de armazenamento a 12°C, que ocorreu de maneira semelhante para os
tratamentos. Esse resultado estd de acordo com o aumento dos teores de NS-pH 4,6
(%NT), observados na Figura 7. Isso era esperado para o queijo Prato, uma vez que a
quimosina residual hidrolisa a ag;-caseina durante os estdgios iniciais da maturacdo, na
ligacdo Phe23-Phe24, resultando na formagdo do peptideo ags;-CN 124-199 (os.1-
caseina) e do peptideo ags;-CN f1-23. Esse peptideo formado (os;-CN f1-23) €
rapidamente hidrolisado pelas proteases do fermento lactico (FOX et al., 2000;
UPADHYAY et al., 2004). O mesmo comportamento de hidrélise da ag;-CN foi
observado para queijo Prato tradicional nos estudos de Gorostiza et al. (2004), Silveira
(2009) e Merheb-Dini et al. (2012). Observa-se também que, para todos os tratamentos
praticamente ndo houve degradacdo da B-caseina durante os 60 dias de armazenamento.
Estes resultados evidenciam que a microencapsulacio do Lactobacillus acidophilus nao
afetou o comportamento de maturacdo do queijo Prato probidtico quando comparado

com a veiculacao do micro-organismo livre.

De acordo com os resultados obtidos a partir dos teores de NS-pH 4,6 (%NT) e do
perfil eletroforético dos queijos, observa-se um aumento da protedlise ao longo do
tempo, que também atua na reduc¢do da firmeza do queijo, que se traduz pelo seu
amaciamento. A Figura 10 mostra o perfil de firmeza dos queijos probidticos ao longo
dos 60 dias de armazenamento refrigerado, que somente foi afetado pelo tempo (Tabela
6). Observou-se uma redugdo da firmeza dos queijos ao longo do tempo, o que era

esperado, devido a protedlise que ocorre no queijo Prato.
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Figura 9 - Perfil eletroforético dos queijos probidticos ao longo de 60 dias de armazenamento
refrigerado. A: Queijo Prato com La5 livre; B: Queijo Prato com microcdpsulas de pectina; C:

Queijo Prato com microcapsulas de pectina recobertas com proteina de soro.
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Figura 10 - Efeito do tempo de armazenamento sobre a firmeza dos queijos adicionados de
Lactobacillus acidophilus La5 (média dos 3 tratamentos) (n=3). a, b — ao longo do tempo de

armazenamento, letras mindsculas diferentes, apresentam diferenca significativa (p<0,05).

As Figuras 11 a 13 apresentam as microestruturas dos queijos probidticos aos 30
dias de armazenamento refrigerado. Observou-se nos trés queijos uma estrutura
esponjosa, constituida de uma rede tridimensional de proteina continua, apresentando
espacos vazios distribuidos uniformemente, referentes aos globulos de gordura que
foram extraidos durante o preparo da amostra. Na Figura 11, que mostra a
microestrutura do queijo Prato adicionado de La5 livre, pode-se observar a presenca dos
micro-organismos adicionados aos queijos, na forma de cocos (Fig. 11 B) ou bastonetes
(Fig. 11 C). Nas Figuras 12 e 13, que mostram as microestruturas do Queijo Prato com
Microcdpsulaspgc € do Queijo Prato com Microcdpsulaspgcipstr, respectivamente,
observa-se a presenca de microcdpsulas na rede proteica, como estruturas esféricas, de
aspecto distinto dos outros constituintes do queijo. Na Figura 13 também observa-se
uma microcdpsula presa a rede proteica, provavelmente devido a presenca de proteinas

do soro em sua superficie, que possui capacidade de se ligar as proteinas dos queijos.
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Figura 11 - Microestrutura do queijo Prato adicionado de La5 livre. A: Rede proteica
com espagos vazios, antes ocupados pela gordura. Barra = 10 um B: Presenca de micro-
organismo com morfologia de cocos (setas brancas). Barra = 1 um; C: Presenca de
micro-organismos com morfologia de bastonetes (setas pretas). Barra=1 um.
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Figura 12 - Microestrutura do queijo Prato com microcdpsulas de pectina. A: Rede
proteica com espacos vazios, antes ocupados pela gordura e contendo microcdpsulas.

Barra = 10 um; B: Visualiza¢do da microcdpsula de pectina na matriz proteica. Barra =
Tpm.
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Figura 13 - Microestrutura do queijo Prato com microcdpsulas de pectina recobertas
com proteina de soro. A: Rede proteica com espacos vazios, antes ocupados pela
gordura e contendo microcdpsulas. Barra = 10 um; B: Visualiza¢do da microcdpsula de

pectina recoberta com proteina de soro, presa a rede proteica. Barra =1 ym.
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3.2.4. Andlises microbioldgicas dos queijos

Os tratamentos, ou seja, a forma de veiculacdo do probidtico, e o tempo de
armazenamento afetaram significativamente a viabilidade do Lactobacillus acidophilus
La5 e do Lactococcus lactis, que, no entanto, ndo foi afetada pela interacdos destes
fatores (Tabela 7). A contagem de Lactobacillus acidophilus foi maior no Queijo Prato
com La5 livre (5,62 = 0,77 UFC/g de queijo) do que nos queijos com o micro-
organismo encapsulado, os quais ndo diferiram entre si e apresentaram contagens de
5,19 + 0,44 no Queijo Prato com Microcédpsulaspgc € de 5,10 + 0,49 UFC/g de queijo no
Queijo Prato com Microcdpsulaspgcips.tt, respectivamente. Provavelmente essa
diferenca na viabilidade do L. acidophilus esteja relacionada a maior perda de
microcdpsulas durante a fabricagdo dos queijos, em relagdo a cultura livre, resultando

em maior viabilidade.

Tabela 7: Resumo da Andlise de Variancia (ANOVA). Efeito dos tratamentos, do tempo
de armazenamento e da interacdo desses fatores sobre as contagens Lactobacillus
acidophilus e Lactococcus lactis.

Valores de p
Fator de variacio GL Contagem de Contagem de
Lactobacillus acidophilus Lactococcus lactis
Tratamento' 2 0,010 < 0,001
Tempo® 4 < 0,001 < 0,001
Tratamento x Tempo 8 0,973 0,506

" Tratamentos: Queijo Prato probiético adicionado de Lactobacillus acidophilus La5 livre; Queijo Prato
probidtico adicionado de microcdpsulas de pectina; Queijo Prato probiético adicionado de microcdpsulas
de pectina recobertas com proteina de soro. > Tempo: 1, 15, 30, 45 ¢ 60 dias de armazenamento apGs
processamento.

Independente da forma de veiculagdo (livre ou microencapsulado) a contagem
do Lactobacillus acidophilus diminuiu durante o armazenamento (Figura 14),
evidenciando que a microencapsulacdio ndo conferiu efeito protetivo adicional ao

probidtico. Entretanto, observa-se que a populacdo de Lactobacillus acidophilus nos

queijos manteve-se constante durante os primeiros 45 dias e apresentou redugdo de 0,86
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ciclos logaritmicos nos ultimos 15 dias de armazenamento, embora estes valores
estejam abaixo da quantidade exigida para o produto ser considerado probidtico. Por
outro lado, o Lactococcus lactis, micro-organismo proveniente de cultura lactica,
manteve altas contagens (8,63 log UFC/g de queijo) durante os 60 dias de
armazenamento (Figura 14), apesar de ter diminuido gradativamente ao longo de tempo.
Isso sugere que o queijo Prato, por si s6, € um bom veiculo para os micro-organismos
probidticos, com pequenas perdas ao longo do armazenamento refrigerado. A
manutencdo da viabilidade do micro-organismo probidtico em queijos maturados
durante o armazenamento refrigerado também foi observado por Ong et al. (2006,
2007), Ong e Shah (2008, 2009), Ozer et al. (2008, 2009), Bergamini et al. (2009) e
Oberg et al. (2011).
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Figura 14: Efeito do tempo de armazenamento sobre as contagens de Lactobacillus
acidophilus e Lactococcus lactis no queijo Prato. Para cada micro-organismo, letras
mindsculas diferentes ao longo do tempo de armazenamento apresentam diferenca
significativa (p<0,05).

A andlise das culturas puras de Lactobacillus acidophilus La5 e Lactococcus
lactis com os diferentes meios confirma a efetividade dos meios utilizados, uma vez que
o Lactobacillus acidophilus 1.a5 somente se desenvolveu em &dgar MRSS e o

Lactococcus lactis em agar M17 (Tabela 8)
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Tabela 8 - Contagens de micro-organismos (em log UFC/mL) obtidas nas culturas
puras de Lactobacillus acidophilus LaS e Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus

lactis subsp. cremoris com diferentes meios de cultura (n=15)

Contagens nas culturas puras (log UFC/mL)
Meios de cultura

L. acidophilus L. lactis
Agar MRSS' 9,40 + 0,25 <2
Agar M17 <2 9,45 +0,25

Agar MRSS': dgar MRS adicionado de sorbitol incubado a 45°C/72 horas em anaerobiose; Agar M177:

dgar M17 adicionado de lactose incubado a 30°C/72 horas em aerobiose.

3.3. Avaliacdo da viabilidade do Lactobacillus acidophilus nos queijos

durante exposicao a condicoes que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal

A exposicdo dos queijos ao suco gastrointestinal artificial apés 30 dias de
armazenamento indicou que os tratamentos, ou seja, a veiculagdo do Lactobacillus
acidophilus livre ou encapsulado, afetaram significativamente a viabilidade dos micro-
organismos (p = 0,004), que ndo foi afetada pelo tempo de exposi¢do ao suco
gastrointestinal artificial (p = 0,948) nem pela interacdo tratamento x tempo (p = 0,851).
Independente do tempo de exposicdo, a viabilidade média do Lactobacillus acidophilus
no Queijo Prato com La5 livre foi maior (4,40 + 0,08 UFC/g de queijo) do que no
Queijo Prato com Microcapsulaspgc (3,94 + 0,06 UFC/g de queijo), entretanto ndo
diferiu do Queijo Prato com Microcdpsulaspecips-tr (4,18 £ 0,13 UFC/g de queijo). Esse
fato provavelmente ocorreu devido a maior viabilidade do L. acidophilus no Queijo
Prato com La5 livre. Os resultados da viabilidade do Lactobacillus acidophilus nos
queijos durante a exposi¢cdo ao suco gastrointestinal (SGA) estdo mostrados na Figura
15. Observou-se que durante a exposicdo a SGA pH 3,0 por 120 minutos e
sequencialmente a SIA pH 7,0 por mais 300 minutos, a populacdo do Lactobacillus
acidophilus ndo apresentou reducgdes significativas. Os resultados sao semelhantes aos
encontrados por Vinderola et al. (2000) que observaram pequena redugdo da viabilidade
de L. acidophilus ap6s exposicdo dos queijos frescos probioticos a pH acido por 3
horas. Durante a exposi¢do dos queijos a solugao de bile 0,5% pH 7,0, a viabilidade do

micro-organismo nao foi afetada pelos tratamentos, (p=0,213), pelo tempo (p=0,248) e
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nem pela interacdo entre os dois fatores (p=0,919), permanecendo sem reducdes

significativas durante os 300 minutos de exposicdo (Figura 16).
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Figura 15: Viabilidade do Lactobacillus acidophilus LaS durante a exposicdo ao suco
géstrico artificial (pH 3,0 por 120 min.) e sequencialmente ao suco intestinal artificial
(pH 7,0 por mais 300 min.) (n=3). Para cada tratamento, letras mintsculas diferentes ao
longo do tempo de armazenamento apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 16 — Viabilidade do Lactobacillus acidophilus durante a exposi¢ao a bile 0,5% pH 7,0
por 300 minutos (n=3).
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Os resultados sugerem que o queijo Prato € uma matriz adequada para a adicao
de Lactobacillus acidophilus, independente da microencapsulagdo do micro-organismo,
uma vez que permite a manuten¢do de sua viabilidade ao longo da passagem pelo trato
gastrointestinal, protegendo o micro-organismo das condi¢des adversas, permitindo que
chegue ao seu sitio de a¢do sem alteracdes da populacdo inicial presente no produto.
Isso provavelmente € possivel pelo alto teor de proteinas e gordura que o queijo possuli,
J4 que esses constituintes podem ter efeito protetivo sobre os micro-organismos em

condic¢des adversas (PICOT e LACROIX, 2004; LAHTINEN et al., 2007).

Uma consideracao deve ser feita ao se observar os resultados, que apresentaram
contagens em torno de 4 log UFC/g de queijo: os queijos do presente estudo
apresentaram contagens iniciais de Lactobacillus acidophilus abaixo do recomendado, e
além disso, durante a realizacdo da simulag@o da passagem pelo trato gastrointestinal ha
o fator dilui¢do das amostras, ja que adiciona-se 10 g de queijo em 100 mL de SGA ou
solucdo de bile. Entretanto, ¢ importante observar que as contagens do micro-organismo

probidtico se mantiveram estdveis, sem perdas significativas.

3.4. Avaliacao sensorial dos queijos adicionados de Lactobacillus acidophilus

La5

Os queijos probidticos foram submetidos a avaliagdo sensorial apos 30 dias de
armazenamento sob refrigeracdo. Para que o resultado fosse obtido antes da avaliagdo
sensorial, o padrao microbiolégico os queijos foi avaliado logo apds sua producio e,
conforme mostrado na Tabela 8, todos os queijos atenderam ao padrio estabelecido pela

legislacao (BRASIL, 2001).
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Tabela 8 — Padrao microbiolégico dos queijos submetidos a avaliagdo sensorial

Queijo Prato Queijo Prato com Queijo Prato com
Analises . ] ) 1 ] ) 2
com Las5 livre Microcapsulaspgc Microcapsulaspgc.ps.tr
Coliformes a 30-35°C <3 <3 <3
(NMP/g)*
Coliformes a 45°C <3 <3 <3
(NMP/g)
Estafil 1
S'[E‘l 1 ococos coagulase <10 <10 <10
positiva (UFC/g)
Salmonella spp
ausente ausente ausente
(em 25g)
Listeria monocytogenes
ausente ausente ausente
(em 25 g)

5 ” - p Tar: p . p : D ~
*NMP — Numero Mais Provavel. "Microcapsulaspgc: microcapsula de pectina; “Microcapsulaspgc.ps.tr:
C C+PS

microcdpsulas de pectina recobertas com proteina de soro tratada termicamente.

Os queijos adicionados de Lactobacillus acidophilus La5 foram avaliados por
100 provadores e as notas médias para cada atributo avaliado sdo apresentadas na
Tabela 9, onde se observa que as mesmas foram altas, estando entre 7 (gostei
moderadamente) e 8 (gostei muito), o que se traduz em boa aceitacdo sensorial, para
todos os atributos avaliados, ndo tendo sido observada diferenca significativa entre os

queijos em relac@o a aparéncia e aroma.

Tabela 9 — Médias dos atributos dos queijos probidticos obtidas pela avaliagdo
sensorial, onde 1 = desgostei extremamente e 9 = gostei extremamente, (n=100)

Queijo Prato  Queijo Prato com Queijo Prato com
Atributo ; 5 P

com La5 livre Microcapsulaspgc Microcapsulaspgc.ps.tt
Aparéncia 8,06 +0,81° 7,92 +1,13° 8,08 +0,81° 0,0766
Aroma 7,65 + 1,08° 7,60 +1,28° 7,74 +1,1° 0,4632
Sabor 7,57 +1,26™ 7,31 +1,36° 7,72 +1.2° 0,0155
Textura 7,61 + 131" 726 +1,51° 7,72 +1,23% 0,0065
Impressdo global 7,70 + 1,9 7,40 +1,25° 7,87 +0,98" 0,0012
Intenc¢do de

426 +0,93° 4,09 +0,95° 433 +0,79° 0,0599

compra*

N7 p : p .
Microcédpsulaspgc:  microcdpsula de pectina;

2 . s . P .
Microcdpsulaspgcypsrr:  microcdpsulas de pectina

recobertas com proteina de soro tratada termicamente.*para avaliacdo da inten¢do de compra a escala

variou de 1 = certamente ndo compraria este produto a 5 = certamente compraria este produto.
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Em relagdo ao sabor, textura e impressdo global, os queijos apresentaram
diferenga significativa (p<0,05), tendo 0 mesmo comportamento para esses atributos,
uma vez que os queijos com microcdpsulas de pectina recobertas com proteina do soro
apresentaram as melhores notas, ndo diferindo dos queijos com La5S livre e sendo
melhores do que os queijos com microcépsulas de pectina. E possivel que a cobertura da
particula com proteinas do soro favorega sua interagdo com a matriz proteica do queijo

(Figura 13), afetando positivamente a percepcao de sabor e textura do produto.

A adic@o das microcdpsulas aos queijos ndo afetou negativamente a textura dos
mesmos, diferente dos resultados obtidos em estudo com adi¢do do mesmo tipo de
microcdpsula recoberta com proteina do soro em iogurte natural batido, onde houve
diferenca em relacdo a textura, quando comparado a iogurte com adi¢do do micro-
organismo livre, sendo as microcapsulas perceptiveis aos provadores, o que afetou
negativamente o julgamento, (Ribeiro et al., 2012 — dados ndo publicados). A inten¢do
de compra dos queijos ndo foi afetada pelos tratamentos, apresentando resultados entre
4 (provavelmente compraria este produto) e 5 (certamente compraria este produto), o
que € um resultado satisfatdrio, indicando que a adi¢do de microcapsulas nio afetou as

caracteristicas desejadas pelos consumidores para queijo Prato.
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4. CONCLUSOES

O queijo Prato é um veiculo adequado para a adicdo de micro-organismos
probidticos, como o Lactobacillus acidophilus, conferindo protecdo ao mesmo durante
60 dias de armazenamento refrigerado, e durante a simulacdo da passagem pelo trato

gastrointestinal.

A microencapsulacdo do Lactobacillus acidophilus La5 nao conferiu protecao
adicional ao micro-organismo quando adicionado ao queijo Prato, pois os micro-
organismos adicionados na forma livre ndo apresentaram maiores perdas de viabilidade

em relacdo ao micro-organismos microencapsulados.

A adicdo de microcapsulas ndo afetou as caracteristicas fisico-quimicas dos
queijos Prato, que apresentaram composicdo semelhante ao queijo Prato tradicional,

com mesmo comportamento durante a maturacio, apresentando boa aceitacdo sensorial.
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CONCLUSAO GERAL

Os micro-organismos probidticos adicionados em produtos lacteos, como os
queijos, devem ser enumerados seletivamente, através de metodologias previamente
testadas, uma vez que a presenca de diferentes micro-organismos ou cepas pode
comprometer os resultados. Assim para a contagem seletiva de Lactobacillus
acidophilus La5 em queijo Prato probidtico produzido com adi¢do de Lactococcus lactis
subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris foi considerado eficiente o dgar MRS
adicionado de sorbitol, incubado a 45°C por 72 horas em anaerobiose. Enquanto que
para a contagem seletiva do Lactococcus lactis foi considerado eficiente o meio M17

adicionado de lactose e incubado a 30°C em aerobiose.

A microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus por gelificagdo 10nica,
utilizando pectina como material de parede, recoberto ou ndao com proteina do soro
tratada ou ndo termicamente, foi realizada com sucesso, sem perdas da viabilidade do
probidtico durante o processo. O recobrimento das microcdpsulas de pectina com
proteina de soro ndo conferiu protecdo adicional ao Lactobacillus acidophilus quando

exposto a condi¢cdes que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal

A producgdo de queijo Prato com adi¢do de Lactobacillus acidophilus La5 livre
ou microencapsulado € vidvel, uma vez que a adi¢do do micro-organismo nao altera as
caracteristicas tipicas do produto. Entretanto, a aplicacdo da microencapsulacdo com o
objetivo de proteger o Lactobacillus acidophilus 1.a5 no queijo nao foi eficiente, pois os
micro-organismos na forma livre ndo apresentaram maiores perdas de viabilidade em
relagdo aos microencapsulados. Todavia, o queijo Prato € um veiculo adequado para a
adicao de L. acidophilus, uma vez que conferiu protecdo ao mesmo durante 60 dias de
armazenamento refrigerado, e durante a simulacio da passagem pelo trato

gastrointestinal.
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ANEXO 1

Curva de crescimento do Lactobacillus acidophilus L.a$S

Cultura stock congelada (em leite em p6 desnatado reconstituido com adig¢ao de
glicerol) de Lactobacillus acidophilus LaS (Christian Hansen, Valinhos, Brasil) foi
ativada em caldo MRS (1%) por 12 horas e a partir dai, foi feita a curva de crescimento
do microrganismo a 37°C. Durante 24 horas, foi retirada uma aliquota desse caldo por
hora e foi realizado o plaqueamento em profundidade, em dgar MRS e a incubagdo foi

feita a 37°C por 72 horas, em microaerofilia.

Com os resultados da curva de crescimento do Lactobacillus acidophilus 1.a5
(Figura 1) observou-se que o tempo ideal para o cultivo a 37°C é de 15 horas, onde o
microrganismo apresenta-se no final da fase estaciondria. Por isso, a partir desses
resultados foi adotado o tempo de 15 horas de incubagdo a 37°C para o cultivo do L.

acidophilus em caldo MRS.
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Figura 1 — Viabilidade (log;o UFC/mL) do Lactobacillus acidophilus LaS durante 24
horas de incubacdo em caldo MRS a 37°C.
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ANEXO 2

Andlise estatistica de regressao — solubilidade proteica x viabilidade do Lactobacillus

acidophilus em microcapsulas recobertas com proteina de soro

Estatistica de regressdo

R muiltiplo 0,712898619
R-Quadrado 0,508224442
R-quadrado ajustado 0,459046886
Erro padrao 1,59674789
Observacoes 12
F de
ANOVA gl SO MQ F significacdo
Regressao 1 26,34883 26,34883 10,33448 0,009258
Residuo 10 25,49604 2,549604
Total 11 51,84487
95% 95%
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P inferiores superiores
Intersecdo 6,846881881 0,711775 0,619442 227E-06  5,260948 8,432816
Solubilidade -0,062550697 0,019458 -3,21473  0,009258 -0,1059 -0,0192
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