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RESUMO

A microencapsulacdo de micro-organismos probidticos tem se mostrado como uma
técnica promissora para manter sua viabilidade tanto nos produtos aos quais sao
adicionados, bem como durante sua passagem pelo trato gastrointestinal. O objetivo
geral deste trabalho foi avaliar a fabricacdo e as caracteristicas durante o
armazenamento refrigerado de iogurte batido probidtico adicionado de Lactobacillus
acidophilus nas formas livre e encapsulada. O micro-organismo probiodtico foi
microencapsulado por gelificacao idnica e coacervacao complexa, utilizando-se pectina
e concentrado proteico de soro como materiais de parede. Antes de serem adicionadas
ao iogurte, as microcapsulas foram avaliadas quanto a caracteristica fisico-quimica e
viabilidade do micro-organismo probiético. Os iogurtes foram fabricados com leite
homogeneizado esterilizado e padronizado adicionado de 2,5% (v/v) da cultura lactica
tradicional para fabricagdo de iogurte e submetidos aos seguintes tratamentos: 1)
adicao de 1% (v/v) de L. acidophilus livre; 2) adicao de 10% (p/v) de microcapsulas
Uumidas contendo L. acidophilus e 3) adicdo de 13% (p/v) de microcapsulas liofilizadas
reidratadas contendo L. acidophilus. O tempo de fermentagdo foi considerado o
necessario para que o produto atingisse pH 4,8 * 0,05. Os produtos foram
caracterizados quanto a sua composicdo centesimal e populagdo dos micro-
organismos. Apés 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado, os iogurtes
foram avaliados quanto a pdés-acidificacdo e viabilidade dos micro-organismos da
cultura tradicional de iogurte e probidtica. A viabilidade do L. acidophilus durante a
simulacado da passagem do iogurte através das condicoes gastrointestinais foi avaliada
apdés 35 dias. O experimento completo foi repetido trés vezes e o delineamento
experimental utilizado foi o Split—plot, em um planejamento do tipo fatorial 3 x 6, em
blocos completamente aleatorizados. O efeito dos tratamentos, do tempo de
armazenamento bem como da interagdo desses fatores sobre as variaveis estudadas
foi avaliado por ANOVA aplicando-se teste de Tukey para comparacao entre as médias
ao nivel de 5% de significancia. O tempo de fermentagédo dos produtos variou de 180 a
200 minutos. Um dia apés a fabricacdo, o iogurte obtido com o micro-organismo livre
apresentou menor pH que os iogurtes adicionados do micro-organismo encapsulado.

Os iogurtes produzidos com 0 micro-organismo encapsulado apresentaram maior teor
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de proteina quando comparados ao produzido com o L. acidophilus livre. A interacado
entre os tratamentos e o tempo de armazenamento refrigerado afetou significativamente
a pos-acidificacdo e o numero de células viaveis de S. thermophilus, L. bulgaricus e
L. acidophilus no iogurte. Os iogurtes probidticos adicionados de L. acidophilus na
forma microencapsulada apresentaram menor poés-acidificagdo e maior sobrevivéncia
do micro-organismo probio6tico apds 35 dias de armazenamento quando comparado ao
iogurte com probidtico adicionado na forma livre. Na forma livre, a populacao de células
viaveis de L. acidophilus reduziu 0,98 ciclos logaritmicos, enquanto na forma
encapsulada (Umida e liofilizada) essa reducéo foi de 0,20 ciclos logaritmicos. Esses
resultados indicam a sobrevivéncia de aproximadamente 10% e 62% do L. acidophilus
nas formas livre e encapsulada, respectivamente. Apos 35 dias de armazenamento
refrigerado, a simulacdo da passagem dos produtos pelo trato gastrointestinal indicou
maior sobrevivéncia do L. acidophilus encapsulado do que do micro-organismo livre. A
microencapsulacao do L. acidophilus por gelificagdo ibnica e coacervagdao complexa
utilizando-se pectina e proteina de soro como materiais de parede, conferiu protecéo ao
micro-organismo, tanto durante o armazenamento refrigerado do produto por 35 dias,

como durante a simulacao gastrointestinal.

Palavras-chave: probiéticos, microencapsulagéo, iogurte, viabilidade, simulacao das
condi¢des gastrointestinais.
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ABSTRACT

Microencapsulation of probiotic microorganisms has been shown to be a promising
technique to maintain their viability either in products to which they are added and during
their passage through the gastrointestinal tract. The aim of this study was to evaluate
the manufacture and characteristics during refrigerated storage of probiotic stirred
yoghurt added of Lactobacillus acidophilus in both free and encapsulated forms. The
probiotic microorganism was microencapsulated by ionotropic gelation and complex
coacervation, using pectin and whey protein concentrate as wall materials. Before being
added to yoghurt, the microcapsules were evaluated for physical chemical
characteristics and viability of the probiotic microorganism. The yoghurts were
manufactured with sterilized, homogenized and standardized milk added of 2.5% (v/v)
yoghurt starter culture and submitted to the following treatments: 1) addition of 1% (v/v)
of free L. acidophilus, 2) addition of 10% (w/v) of moist microcapsules containing L.
acidophilus and 3) addition of 13% (w/v) of rehydrated freeze-dried microcapsules
containing L. acidophilus. The fermentation period was considered the enough time for
the product to reach pH 4.8 £ 0.05. The products were characterized to their centesimal
composition and population of microorganisms. After 1, 7, 14, 21, 28 and 35 days of
refrigerated storage, the yoghurts were evaluated for post-acidification and viability of
yoghurt starter culture and probiotic microorganism. The viability of L. acidophilus during
simulation of the passage of yoghurt through gastrointestinal conditions was also
evaluated after 35 days. The complete experiment was repeated three times and the
experimental design was a Split-Plot in a factorial design of the type 3 x 6, in completely
randomized blocks. The effect of treatments, storage time and the interaction of these
factors on these studied variables was evaluated by ANOVA according to the Tukey test
for comparison between the averages, in 5% of significance level. The fermentation
period of the products ranged from 180 to 200 minutes. One day after manufacturing,
the yoghurt obtained with free microorganism showed lower pH than the yoghurt
produced with added encapsulated microorganism. The yoghurts produced with the
encapsulated microorganism showed higher protein content than that produced with free
L. acidophilus. The interaction between treatments and time of refrigerated storage
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affected significantly the post-acidification and the number of viable cells of
S. thermophilus, L. bulgaricus and L. acidophilus in yoghurt. The probiotics yoghurts
added by L. acidophilus in microencapsulated form showed less post-acidification and
increased survival of probiotic microorganism after 35 days of storage than yoghurt
added of probiotic in free form. The counting of viable cells of L. acidophilus reduced
0.98 log cycles in free form, while in encapsulated form (moist and freeze-dried) the
reduction was 0.20 log cycles. These results indicate the survival of approximately 10%
and 62% of L. acidophilus in both free and encapsulated forms, respectively. After 35
days of refrigerated storage, the simulation of the passage of yoghurts through the
gastrointestinal tract showed a higher survival of L. acidophilus encapsulated than the
free microorganism. Microencapsulation of L. acidophilus by ionotropic gelation and
complex coacervation, using pectin and whey protein concentrate as wall materials
provide protection to microorganism, both during refrigerated storage for 35 days and

during simulated gastrointestinal conditions.

Keywords: probiotics, microencapsulation, yoghurt, viability, simulated gastrointestinal

conditions.
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1. INTRODUCAO

O iogurte é definido como “o produto incluido na definicao de leites fermentados
cuja fermentacao se realiza com cultivos protosimbidticos de Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus' e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais, de forma
complementar, outras bactérias acido-lacticas podem acompanhar devido a sua
atividade, que pode contribuir para a determinacao das caracteristicas do produto final”.
Estes micro-organismos especificos devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto
final durante seu prazo de validade. O iogurte pode variar quanto a sua composicao
quimica, método de producgédo, sabor e consisténcia. Em relacdo a consisténcia, o
iogurte pode ser firme, batido ou liquido (BRASIL, 2007).

Na area de laticinios, a producao de iogurtes e leites fermentados funcionais
possui grande aceitacdo pelo publico em geral e apresentam excelente valor nutritivo,
sendo considerados os “veiculos” mais utilizados para o consumo de probidticos.
(ANTUNES et al.,, 2007). Nas ultimas décadas a busca por alimentos funcionais
aumentou consideravelmente, uma vez que os alimentos passaram a ser vistos nao
somente como uma fonte de nutrientes, mas também como promotores de bem estar e
salde, devido a redugao do risco de doencas (ROBERFROID, 2000; SIRO et al., 2008).
Dentro deste contexto, os probiéticos tém sido amplamente estudados para sua
aplicagdo em alimentos, devido a inumeras atribuicdes em relagdo aos seus beneficios

a saude.

Com o avancgo das pesquisas, um crescente numero de evidéncias tem mostrado
os beneficios promovidos pelos probi6ticos para a aplicacdo em humanos, como a
reducdo da intolerancia a lactose, reducao dos niveis de colesterol, estimulacdo do
sistema imune, alivio da constipacao, aumento da absorcao de minerais, efeitos anti-
mutagénicos, anti-carcinogénicos e anti-hipertensivos (CHARTERIS et al., 1998a;
KAILASAPATHY e CHIN, 2000; TUOHY et al., 2003; VASILJEVIC e SHAH, 2008).

' Apesar de constar desta forma na legislacdo brasileira, na taxonomia de bactérias 4cido-lacticas a
denominacao atual é S. thermophilus. (SCHLEIFER et al., 1991)
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O uso dos probioticos Bifidobacterium sp. e/ou Lactobacillus acidophilus em
leites fermentados tornou-se popular no final da década de 70 como resultado de
grande aumento no conhecimento da taxonomia e ecologia das bifidobactérias.
(GOMES e MALCATA, 1999).

Para exercerem efeitos probidticos, 0s micro-organismos adicionados em
produtos comercializados devem atender alguns requisitos, incluindo a sua
sobrevivéncia, atividade e estabilidade durante o0 armazenamento do produto (HELLER,
2001). Apos a producgao do iogurte e posterior resfriamento, o produto pode sofrer pos-
acidificacdo, podendo causar uma substancial perda de viabilidade dos micro-
organismos probibticos, uma vez que em pH menor que 4,4 estes ndao se desenvolvem
bem e uma redugdo da populacdo normalmente é observada (SHAH, 2000;
VASILJEVIC e SHAH, 2008).

Outro fator que pode ocasionar uma perda na viabilidade dos micro-organismos
probidticos apo6s sua ingestao é o trato gastrointestinal (TGl), onde estes devem resistir
ao suco gastrico, a bile e a secrecao pancreatica mantendo-se viaveis para colonizar o
intestino e promover seu efeito benéfico (DEL PIANO et al., 2006a). Com isso, a perda
da viabilidade dos micro-organismos probidticos tem levado a busca por novas
estratégias para sua manutencao, sendo a microencapsulacdo um método promissor

para a protecao dos probibticos.

Diferentes micro-organismos, técnicas de encapsulacao e materiais de parede
tém sido utilizados com sucesso na manutencdo da viabilidade dos probidticos em
iogurte (KAILASAPATHY, 2006; SULTANA et al., 2000; KRASAEKOOPT et al., 2003;
ADHIKARI et al.,, 2003). Dessa forma, o objetivo geral do trabalho foi avaliar a
fabricacdo e as caracteristicas durante o armazenamento refrigerado de iogurte batido
probidtico adicionado de Lactobacillus acidophilus nas formas livre e encapsulada,
utilizando-se gelificacdo i6nica e coacervagdo complexa como técnicas de

encapsulacao, e pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede.



2. OBJETIVOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1. Caracterizagao fisica, quimica e microbiolégica de microcapsulas contendo
L. acidophilus obtidas por gelificacao ibnica e coacervacao complexa utilizando-

se pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede;

2. Avaliar o efeito da adicdo de L. acidophilus, livre e encapsulado, sobre a

produgcao e composicao do iogurte probiotico batido;

3. Avaliar a po6s-acidificacao e a viabilidade do L. acidophilus, nas formas livre e
microencapsulada, no iogurte probidtico batido durante o armazenamento
refrigerado;

4. Avaliar a resisténcia do L. acidophilus as condi¢cdes que simulam a passagem
pelo trato gastrointestinal ap6s 35 dias de armazenamento refrigerado do iogurte
probidtico batido.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. logurte

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados, Instrucdo Normativa n? 46 de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007)
“‘entende-se por Leites Fermentados os produtos adicionados ou nao de outras
substancias alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacédo lactica

mediante acao de cultivos de micro-organismos especificos”.

A mesma legislacao, com relacédo ao iogurte, define que € “o produto incluido na
definicdo de leites fermentados cuja fermentacdo se realiza com cultivos
protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais, de forma complementar, outras bactérias
acido-lacticas podem acompanhar devido a sua atividade, que pode contribuir para a
determinacao das caracteristicas do produto final”. Estes micro-organismos especificos

devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade.

As bactérias do iogurte Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus crescem melhor quando presentes juntas no leite do que
separadamente, devido a protocooperacdo. Os bacilos proteoliticos promovem o
desenvolvimento dos estreptococos pela formacdo de pequenos peptideos e
aminodcidos, sendo o principal deles a valina. O leite contém pouca quantidade desses
aminoacidos e 0s cocos, que sao pouco proteoliticos, produzem acido lentamente. Os
cocos, por sua vez, favorecem o crescimento dos bacilos pela formacado de &acido
férmico sob condicdes anaerdbias e pela formacao de CO,. Devido ao estimulo mutuo
durante o desenvolvimento das bactérias no leite, o acido latico € produzido mais
rapidamente com as culturas em conjunto quando comparado com a produgao
individual. Os bacilos sdo menos susceptiveis ao acido e continuam desenvolvendo. Os
cocos, assim como os bacilos contribuem significativamente para as propriedades do
iogurte e ambas as espécies devem estar presentes em grandes quantidades no
produto final (WALSTRA et al., 2006).



Segundo a mesma legislacdo (BRASIL, 2007), o iogurte pode apresentar
consisténcia firme, pastosa, semi-sélida ou liquida, cor branca ou de acordo com a
substancia alimenticia e/ou corante adicionado. Seu odor e sabor devem ser
caracteristicos ou de acordo com a substancia alimenticia e/ou substancia
aromatizante/saborizante adicionada. Deve apresentar acidez (g de acido lactico/100g)
variando de 0,6 a 1,5 e a contagem de bactérias lacticas totais deve ser de no minimo

10" UFC/g durante todo o periodo de validade.

De acordo com Tamime e Robinson (1999), as principais etapas de fabricacdo do
iogurte incluem: recepcédo do leite, padronizacao e/ou fortificacdo, homogeneizacao,
tratamento térmico, inoculacao, fermentacao e coagulacao, resfriamento, embalagem e
armazenamento do produto. O iogurte é usualmente classificado em dois tipos basicos,
de acordo com seu método de producéo e estrutura fisica do coagulo: iogurte firme ou
tradicional (set yoghurt) e o iogurte batido (stirred yoghurt). O iogurte firme é fermentado
apos a inoculagao seguida de envase e é incubado a temperaturas de 40 - 43T por 2 a
4 horas. Ja no iogurte batido, o leite é inoculado e incubado em tanques de
fermentacdo, sendo o gel do iogurte quebrado durante os estagios de batimento e
resfriamento. O iogurte liquido (fluid yoghurt) pode ser considerado como um iogurte

batido de baixa viscosidade.

A padronizacao do teor de soélidos do leite na producdo de iogurte pode ser
realizada através da adicao de leite em po6 (integral ou desnatado), leitelho em pd, soro
em poé (concentrado ou isolado proteico de soro) ou caseina em po. Destes, o leite em
pd desnatado é o sélido mais empregado na fabricacdo de iogurtes, uma vez que
melhora a viscosidade, textura e a sensacdo bucal do iogurte, além de reduzir a
sinérese (TAMIME e DEETH, 1980).

A concentracdo de leite em p6 adicionada ao iogurte pode variar entre 1 e 6%,
sendo recomendado entre 3 e 4%, ja que a adicao de elevados niveis pode resultar em
sabor de p6 no iogurte. Em geral, os p6s devem ser livres de agentes inibidores,
possuirem elevada qualidade microbiolégica e cumprirem os padrdes fisico-quimicos.
Os processos de concentragao por evaporagao a vacuo ou por filtracdo em membranas



sao outras formas empregadas na etapa de padronizacao do teor de sélidos do leite
(TAMIME e DEETH, 1980).

O leite é submetido a homogeneizacdo para prevenir a separacao da gordura
durante o repouso (especialmente nos tanques de fermentacdo durante o periodo de
incubacgéo). Na homogeneizacéao, o leite é forcado a passar por um pequeno orificio sob
alta pressao, assim ha reducédo do diametro dos glébulos de gordura para tamanhos
menores que 2 um, prevenindo a formacdo de clusters e a separagao de gordura
(AFONSO e MAIA, 1999).

O tratamento térmico empregado ao leite para a producédo de iogurte pode ser
realizado em diferentes temperaturas e a escolha do binbmio tempo-temperatura é
baseada em varios fatores. Além de eliminar patdgenos e outros micro-organismos
indesejaveis, o tratamento térmico pode alterar as propriedades fisico-quimicas dos
constituintes do leite, as quais sdo relevantes na producdo do iogurte (TAMIME e
ROBINSON, 1999).

Segundo Lucey et al. (1998), o gel obtido de leite ndo aquecido pode ter grande
rearranjo de particulas durante sua formacdo, resultando na formagdo de clusters
densos de agregados de caseina, e na formacdo de um gel fraco com propensao a
sinérese. Por outro lado, o tratamento térmico mais intenso (85°C/20 minutos ou 95°C/5
minutos) aumenta as propriedades hidrofilicas do coagulo e a estabilidade do gel do
iogurte devido a desnaturacao das proteinas do soro, especialmente B-lactoglobulina, e

sua associa¢ao com k-caseina através de pontes dissulfito.

De acordo com Tamime e Robinson (1999), durante a producéo de iogurte, o
leite tratado termicamente é resfriado a temperatura de incubacéo das culturas lacticas
(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), e
geralmente, o leite é fermentado entre 40 e 45C, que é a temperatura étima para o

crescimento da cultura mista.

Alguns dos fatores que influenciam na propor¢éao de Streptococcus thermophilus

e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ao final do processo fermentativo, segundo
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Walstra et al. (2006) sao: temperatura de incubacao, que sendo maior ou menor que
45<C favorece, respectivamente, L. bulgaricus e S. thermophilus; tempo de incubacao,
sendo que longo favorece L. bulgaricus e curto é favoravel ao S. thermophilus; e
porcentagem de indculo, que maior estimula L. bulgaricus, enquanto que menor

estimula S. thermophilus.

A lactose no leite é fonte de energia para as culturas lacticas, mas as proteinas
desempenham importante papel na formacdo do coagulo e, portanto, a
consisténcia/viscosidade do produto é diretamente proporcional ao nivel de proteina
presente, além de depender do manuseio do coagulo apdés a fermentacdo do leite
(TAMIME e ROBINSON, 1999).

Apbs a coagulacdo do leite, deve-se resfriar o produto com o objetivo de
controlar a atividade metabdlica das culturas lacticas e suas enzimas. O resfriamento do
coagulo se inicia logo apés o produto ter atingido acidez desejavel, que ocorre
aproximadamente em pH 4,6 ou 0,9% de acido lactico. A temperatura do coagulo deve
diminuir de aproximadamente 45T para menos que 10° C o mais rapido possivel para
controlar a acidez final do produto (TAMIME e DEETH, 1980).

Apesar do resfriamento, o iogurte pode sofrer pés-acidificacdo, a qual é
caracterizada pelo decréscimo do pH durante o armazenamento refrigerado. A pos-
acidificacao pode causar uma substancial perda de viabilidade dos micro-organismos
probidticos, uma vez que em pH menor que 4,4 estes nao se desenvolvem bem e uma
reducdo da populacdo normalmente é observada. Além da poés-acidificacdo, outros
fatores como concentracao de acucares e toxicidade do oxigénio também podem afetar
a viabilidade de probiéticos durante a estocagem refrigerada do produto (SHAH, 2000;
VASILJEVIC e SHAH, 2008).

3.2. Micro-organismos Probiéticos

Nas Ultimas décadas a busca por alimentos funcionais aumentou
consideravelmente, uma vez que os alimentos passaram a ser vistos ndo somente

como uma fonte de nutrientes, mas também como um promotor de bem estar e saude,
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devido a redugao do risco de doengas (ROBERFROID, 2000; SIRO et al., 2008). Dentro
deste contexto, os probidticos tém sido amplamente estudados para sua aplicacdo em

alimentos, devido a inimeras atribuicdes em relacao aos seus beneficios a saude.

Os probidticos sdo descritos como micro-organismos vivos, que quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001).

Os beneficios a saude atribuidos a ingestdao dos probidticos tém sido
evidenciados em inumeros estudos para sua aplicagcdo em humanos, como a reducao
da intolerancia a lactose, reducdo dos niveis de colesterol, estimulagdo do sistema
imune, alivio da constipagdo, aumento da absorcdo de minerais, efeitos anti-
mutagénicos, anti-carcinogénicos e anti-hipertensivos (CHARTERIS et al., 1998a;
KAILASAPATHY e CHIN, 2000; TUOHY et al., 2003; VASILJEVIC e SHAH, 2008).

As alegac6es funcionais atribuidas aos probi6ticos tém gerado grande interesse
das industrias, uma vez que representam um forte nicho entre os alimentos funcionais,
e muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de incorporar estes
micro-organismos aos alimentos (STANTON et al., 2001).

Diversos micro-organismos podem ser considerados potencialmente probioticos,
sendo aplicadas comercialmente diversas espécies de bactérias acido-lacticas, como
Lactobacillus sp., além de linhagens do género Bifidobacterium (VASILJEVIC e SHAH,
2008; O’'SULLIVAN, 2006). A principal razao para esta escolha é o fato destes géneros
serem habitantes predominantes do intestino humano, sendo Bifidobacterium do
intestino grosso e Lactobacillus do intestino delgado.

Bactérias do género Bifidobacterium de forma geral sdao bastonetes podendo
apresentar uma bifurcacdo em sua extremidade, Gram positivas, anaerébias, catalase
negativas, ndo esporulam, nao apresentam motilidade e, apresentam uma via
metabdlica especial, permitindo-lhes produzir acido acético, além de acido lactico na
proporcdo molar de 3:2 (BALLONGUE, 2004; VASILJEVIC e SHAH, 2008). Possuem



temperatura de crescimento entre 20T e 46<C, com v alores 6timos entre 37°C e 41°C,
e 0 pH 6timo esta situado na faixa de 6,5 a 7,0 (ARUNACHALAM, 1999).

O género Lactobacillus contém grande numero de espécies com propriedades
bioquimicas e fisioldgicas variadas, capazes de crescer em temperaturas que variam de
2°C a 53°C, com valores 6timos, geralmente, de 30°C a 40°C, e pH étimo entre 5,5 e
6,2 (KANDLER e WEISS, 1986). Destes micro-organismos, o L. acidophilus € o mais
utilizado e estudado como probiético nos ultimos anos (O’SULLIVAN, 2006). Algumas
linhagens de L. acidophilus podem melhorar o valor nutricional dos produtos aos quais
forem adicionados por serem capazes de sintetizar acido folico, niacina, riboflavina e
vitamina K (GOMES e MALCATA, 1999).

Estudos sugerem que a ingestdo de uma dose diaria de 10® a 10'° UFC de
micro-organismos probibticos, o que representa o consumo de 100 g do alimento
contendo no minimo 108 UFC/g, é necessaria para que esses possam desempenhar
seu efeito probidtico (FULLER, 1989; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002, REID et al.,
2003).

Heller (2001) relata que para exercerem o efeito probiotico, os micro-organismos
adicionados em produtos comercializados devem atender alguns requisitos, incluindo a
sua sobrevivéncia, atividade e estabilidade durante o armazenamento sem afetar o
sabor, aroma e textura dos produtos aos quais forem adicionados. Além destes
requisitos tecnolégicos, os de seguranca e funcionalidades destes micro-organismos
devem ser avaliados no processo de selecdo para sua aplicagdo do uso em humanos
(SAARELA et al., 2000). Dentre os requisitos de seguranca, o probiético ndo deve ser
patogénico ou apresentar toxicidade, resistir a antimicrobianos e sua origem, deve ser o
trato gastrointestinal de humanos saudaveis (FULLER, 1989; KAILASAPATHY e CHIN,
2000; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

A capacidade de aderir @ mucosa intestinal, atividade antagonista, producao de
substancias antimicrobianas e a resisténcia ao suco gastrico e aos sais biliares sao
algumas caracteristicas avaliadas durante a sele¢cdo dos micro-organismos (SAARELA
et al., 2000).



A tolerancia as condicées acidas do estdmago e aos sais biliares sdo os
principais requisitos de funcionalidade a serem avaliados, uma vez que o ambiente
intestinal age como uma barreira fisica a esses micro-organismos, ocasionando perda
significativa na viabilidade (KAILASAPATHY, 2002).

Na area de laticinios, a producao de iogurtes e leites fermentados funcionais
possui grande aceitacdo pelo publico em geral e apresentam excelente valor nutritivo,
além de serem veiculos em potencial para o consumo de probiéticos (ANTUNES et al.,
2007).

3.3. logurte Probiético

O iogurte probidtico, conhecido também como bio-iogurte, € o produto ao qual
incorporam-se micro-organismos probiéticos, os quais devem permanecer viaveis em
concentragdo minima de 10° UFC/g até o final da vida de prateleira do produto (SHAH,
2000; AKALIN et al., 2007).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o
“Regulamento Técnico de Substancias Bioativas e Probiéticos, Isolados com Alegacao
de Propriedades Funcionais e ou de Saude” da Resolucdo n® 2 de 7 de janeiro de 2002,
regulamenta que a quantidade do probiético em unidades formadoras de col6nia (UFC),
contida na recomendacgao diaria do produto pronto para consumo, deve ser declarada
no roétulo, préximo a alegacao. Na rotulagem dos produtos deve constar uma alegacgao
indicando que “O (indicar a espécie do micro-organismo probi6tico) contribui para o
equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentacao
equilibrada e habitos de vida saudaveis” (BRASIL, 2002). De acordo com o0 mesmo
regulamento, a quantidade minima viavel para os probiéticos deve estar situada na
faixa de 10® a 10° UFC na recomendagéo diaria do produto pronto para o consumo,
conforme indicacdo do fabricante, sendo que valores menores podem ser aceitos,
desde que a empresa comprove sua eficacia. No caso do iogurte, a resolu¢gdo RDC n?
359 da ANVISA, de 23 de dezembro de 2003 estabelece que a porcao recomendada
para leites fermentados e iogurtes é de 200 g ou mL (BRASIL, 2003).
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A viabilidade da incorporacdo de bactérias probi6ticas em iogurte depende de
uma série de fatores intrinsecos e extrinsecos, entre eles as cepas utilizadas,
interacdes entre as espécies presentes, condicdes da cultura, composicao quimica do
meio de fermentacao, acidez final do produto, teor de sélidos no leite, disponibilidade de
nutrientes, presenca de promotores e inibidores de crescimento, concentracdo de
acucar, oxigénio dissolvido, nivel e temperatura de inoculacao, tempo de fermentacao e
temperatura de estocagem (KAILASAPATHY e RYBKA, 1997; SHAH, 2000).

Leites fermentados e iogurtes adicionados de micro-organismos probidticos
comercializados no mercado brasileiro tém sido avaliados por alguns pesquisadores.
Barreto et al. (2003) avaliaram a presenca de L. acidophilus e Bifidobacterium sp. em
produtos comerciais nos quais 0s micro-organismos eram declarados no rétulo. Os
autores encontraram contagens abaixo de 10° UFC/mL em grande parte das amostras
analisadas. Botelho (2005) comparou as informacdes dos rétulos de leites fermentados
probidticos em relacao a presenca dos micro-organismos e observou que nem todas as
espécies declaradas eram encontradas nos produtos, particularmente L. acidophilus e
B. bifidum.

Algumas caracteristicas do iogurte contribuem para a perda de viabilidade celular
dos probidticos como o acumulo de acidos orgénicos resultante do crescimento e
fermentacao dos micro-organismos da cultura do iogurte e o decréscimo do pH durante
0 armazenamento do produto (pés-acidificacdo) (HOOD e ZOTTOLA, 1988; SHAH e
JELEN, 1990; SHAH, 2000; SHAH e RAVULA, 2000).

Donkor et al. (2006), estudaram o efeito de diferentes pHs de iogurte na atividade
de bactérias probiéticas durante armazenamento refrigerado. Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis e Lactobacillus paracasei foram inoculados juntamente com a
cultura tradicional de iogurte. Ao atingir temperatura de 42°C, o iogurte foi dividido em 4
porcdes e fermentados até alcancarem pH de 4,45; 4,50; 4,55 e 4,60, respectivamente.
O iogurte controle foi produzido somente com adi¢cdo de cultura tradicional constituida
de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus. Os
iogurtes foram armazenados a 4°C por 28 dias. A viabilidade do L. bulgaricus aumentou
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significativamente na presenca de micro-organismos probidticos, obtendo contagens em
torno de 8 log UFC/g ao final de 28 dias de armazenamento refrigerado. L. acidophilus
tolerou condicdes acidas melhor que os outros dois micro-organismos probiéticos, tendo
se observado um declinio seguido de recuperacdo dos micro-organismos, que
apresentou contagens de 8 log UFC/g ao final do armazenamento. As contagens de B.
lactis nao apresentaram diferenca significativa até o 21° dia de armazenamento, porém,
apds 28 dias observou-se um decréscimo de 83% nas contagens de B. lactis, que foi
acompanhando do decréscimo de pH. Desta forma, os resultados indicaram que o
menor pH pode ter sido um fator crucial para a sobrevivéncia desse micro-organismo. O
L. paracasei apresentou contagens constantes nos diversos pHs avaliados durante o
armazenamento refrigerado, variando de 7,38 log UFC/g até 7,80 log UFC/g.

3.4. Tolerancia as condicoes gastrointestinais

A principal barreira dos micro-organismos probibticos apds sua ingestao é o trato
gastrointestinal (TGl), onde estes devem resistir ao suco gastrico, a bile e a secrecao
pancreatica mantendo-se viaveis para colonizar o intestino e promover seu efeito
benéfico (DEL PIANO et al., 2006a).

Os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium apresentam algumas estirpes
sensiveis ao acido e sais biliares, caracteristicas que representam um desafio a
industria para a utilizacao dessas bactérias (CHARTERIS et al., 1998b; HANSEN et al.,
2002). O pH do suco gastrico puro varia de 1,3 a 2,5, mas a capacidade tampao dos
alimentos quando ingeridos pode elevar temporariamente o pH para 4,5 a 5,3 (KONG e
SINGH, 2008).

O suco gastrico € o maior obstaculo para os probi6ticos, sendo 0s principais
componentes da secre¢ao gastrica, o acido cloridrico (HCI) e a pepsina. O baixo pH do
estbmago e a acado antimicrobiana da pepsina representam uma barreira eficaz a
entrada de bactérias no trato intestinal (KONG e SINGH, 2008). Os sais biliares e a
pancreatina também sdo um obstaculo para os micro-organismos, sendo responsaveis
por mais de 35% da perda de sua viabilidade (DEL PIANO et al., 2006 a).
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Nas avaliacdes in vitro da tolerancia gastrointestinal tais como pH, concentracao
de bile, concentragao inicial de micro-organismos e composicao do fluido gastrico, ha
uma grande variacdo nas faixas estudadas para diferentes estirpes de lactobacilos e
bifidobactérias. O pH apresenta uma variacdo de 1,0 a 5,0 (PARK et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2007), a concentracao de sais biliares de 0,3% a 5,0% (PARK et al.,
2006; CHAMPAGNE e GARDNER, 2008; PIMENTEL-GONZALEZ et al., 2009) e a
concentracao de pancreatina de 0,195% a 0,45% (PICOT e LACROIX, 2004; ANNAN et
al., 2008), sendo que as variacdes observadas fornecem uma previsdo da quantidade
de células viaveis presentes no intestino apds a ingestdo, mas dificulta a comparacao

de estudos para diferentes estirpes.

Hansen et al. (2002) avaliaram a capacidade de sobrevivéncia de quatro estirpes
de bifidobactérias em baixos valores de pH (1,0 a 3,0) e tolerancia a bile (0,5% e 1%).
Neste estudo os autores observaram que as estirpes apresentaram uma boa tolerancia
as diferentes concentracdoes de bile e que o pH afetou a viabilidade das estirpes de
bifidobactérias. O pH 3,0 foi o menos prejudicial a sobrevivéncia das bactérias bifidas
guando comparado com o pH controle (pH 6,0). O pH 1,0 foi 0 mais drastico, sendo que
0S micro-organismos que apresentavam uma contagem entre 10° e 10® UFC/mL, apds

30 minutos de contato apresentaram uma contagem menor que 10 UFC/mL.

L. casei NCDC-298 apresentou reducao de 4 ciclos logaritmicos apo6s 3 horas de
exposicao em pH 1,5 e na presenca de 2% de sais biliares (MANDAL et al., 2006). B.
animalis subsp. lactis Bb-12 também teve sua viabilidade afetada quando submetido as
condicdes que simulam a passagem pelo TGl, com reducao de 3,6 ciclos logaritmicos
na sua populacao (LISERRE et al., 2007).

A resisténcia aos sais biliares foi avaliada utilizando-se bile humana e sais
biliares bovino na concentracdo de 0,3%. As estirpes de L. plantarum apresentaram
maior sensibilidade a bile humana (42-83%) do que aos sais biliares bovino (5-48%)
(DEL PIANO et al., 2006b).

Estudos indicam que elevada populacado viavel de bactéria probidtica em
produtos alimenticios no momento do consumo ndo garante a mesma sobrevivéncia
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depois da chegada das células ao intestino. O baixo pH do estdmago, juntamente com
a presenca de sais biliares no intestino delgado, sdo as principais razées para um
declinio drastico na viabilidade das células (MORTAZAVIAN e SOHRABVANDI, 2006).

A perda da viabilidade dos micro-organismos probidticos durante a passagem
pelo trato gastrointestinal tem levado a busca por novas estratégias para a manutencao
da viabilidade, dentre elas, a selecdo de estirpes resistentes; a adicao de prebiodticos
que atuam estimulando seletivamente a atividade de algumas bactérias do célon; e a
utilizacdo de tecnologias, como a microencapsulacao, que tem sido sugerido como um

método promissor para a proteg¢ao dos probiéticos (VASILJEVIC e SHAH, 2008).
3.5. Microencapsulacao

O conceito de microencapsulacdo tem sua origem na idealizacdo do modelo
celular, no qual o nucleo é envolvido por uma membrana semipermeavel que o protege
do meio externo e ao mesmo tempo controla a entrada e a saida de substancias na
célula (JIZOMOTO et al., 1993). Na pratica, o material de parede envolve um recheio,
com o objetivo de protegé-lo das condicdes adversas do meio, tais como luz, umidade,
oxigénio e interacbes com outros compostos, estabilizando o produto, e,
consequentemente, aumentando sua vida atil (SHAHIDI e HAN, 1993). O material
coberto ou encapsulado é conhecido como ativo, material de recheio, fase interna, fill ou
payload e o material de cobertura pode ser chamado de capsula, material de parede,

membrana, carregador ou casca (GIBBS et al., 1999).

O tamanho das microcdpsulas pode variar de alguns micrdmetros até varios
milimetros, sendo normalmente entre 0,2 e 500 ym. A forma das microcapsulas é
bastante variavel em funcao do método e agente encapsulante utilizado para prepara-
las (JACKSON e LEE, 1991). Esses fatores podem ser alterados para atender
caracteristicas de composicdo, mecanismo de liberacdo, tamanho de particula,
morfologia e custo, referentes a aplicacdo especifica das microcapsulas (DESAI e
PARK, 2005).
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A liberacao do material ativo microencapsulado varia de acordo com a natureza
do agente encapsulante, e pode ocorrer por mecanismos de variacao de temperatura e
de pH, ruptura mecanica, dissolugdo em solventes, acao de forca osmotica, agao de
enzimas, por difusdo e permeabilidade seletiva (BRANNON-PEPPAS, 1993;
REINECCIUS, 1995; GOUIN, 2004).

De acordo com Jackson e Lee (1991), a escolha do agente encapsulante
depende de uma série de fatores, entre eles a nao reatividade com o material a ser
encapsulado, o processo utilizado para a formagdo da microcapsula e 0 mecanismo de
liberacdo ideal. Muitos materiais podem ser utilizados para a cobertura das
microcapsulas, como as gomas (goma arabica, agar, alginato e carragena); 0s
carboidratos (amido, amidos modificados, dextrinas e sacarose); as celuloses
(carboximetilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose); os lipidios (parafina, mono e
diacilglicerdis, 6leos e gorduras); os materiais inorganicos (sulfato de célcio e silicatos);

e as proteinas (do gluten, caseina, gelatina e albumina).

O alginato é o polissacarideo mais utilizado como material encapsulante nas
técnicas de extrusdo e emulsdo, visto que esse nao é toxico, apresenta um baixo custo
e forma facilmente uma matriz ao redor das células. No entanto, uma desvantagem
desse polissacarideo é a formacao de poros na superficie das capsulas, tornando-as
sensiveis as condicoes acidas do meio (MORTAZAVIAN et al., 2007). Para suprir esse
problema, alguns pesquisadores tém recoberto as capsulas e usado uma combinacao
desse polissacarideo com outros compostos poliméricos, a fim de garantir um maior
efeito protetor aos micro-organismos (KRASAEKOOPT et al., 2004; GBASSI et al.,
2009; CHAVARRI et al., 2010).

Outro polissacarideo que tem sido utilizado € a pectina que € um polimero
natural extraido do material péctico de algumas frutas, e encontrado em maior
quantidade em frutas citricas e macas (BRANDAO e ANDRADE, 1999). A pectina pode
ser classificada de acordo com o seu grau de metilacdo, podendo ser de alto (> 50%) e
baixo teor de esterificacdo (< 50% dos grupos carboxilicos esterificados). O grau de
esterificacdo é determinado por meio da porcentagem de unidades de acidos
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galacturénicos que sédo metil esterificados (DZIEZAK, 1991; PRATA, 2006). Pectina de
alto teor de esterificacdo geleifica por meio da formacdo de pontes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas na presenca de acidos e acucares. Ja as de baixo teor de
esterificacdo, geleificam na presenca de cations divalentes (calcio), apresentando um
comportamento similar ao alginato, formando estruturas conhecidas como egg box
(RALET et al., 2001; PRATA, 2006; FANG et al., 2008).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para microencapsulacao de ingredientes
alimenticios, e a escolha do método depende da aplicacdo que sera dada a
microcapsula, tamanho, mecanismo de liberacdo e propriedades fisico-quimicas, tanto
do material ativo, quanto do agente encapsulante (JACKSON e LEE, 1991). Os
métodos utilizados podem ser classificados da seguinte forma (SHAHIDI e HAN, 1993;
DESAI e PARK, 2005):

- Métodos Fisico-quimicos: Coacervagao simples e complexa, lipossomas, lipoesferas,

evaporacao de solvente, inclusdo molecular;
- Métodos Quimicos: Polimerizacao interfacial, polimerizacao in situ;

- Métodos Fisicos: Secagem por atomizacao (spray drying), atomizacao a frio (spray
cooling), gelificacao idnica, leito fluidizado, co-cristalizacao.

A microencapsulagdo de probidticos tem sido proposta para diversos produtos
lacteos fermentados por melhorar a viabilidade dos micro-organismos nos produtos e no
trato gastrointestinal. Além disso, pode promover 0 aumento da protecdo de células
contra bacteriéfagos no interior das capsulas e o aumento de sobrevivéncia dos micro-
organismos durante a liofilizacdo, congelamento e armazenamento (RAO et al., 1989;
CHAMPAGNE et al., 1992; SHEU e MARSHALL, 1993). Algumas técnicas disponiveis,
tais como secagem por atomizacdo ou envolvimento liposs6mico, podem ndo ser
adequadas para a microencapsulagcdo de bactérias probibticas, pois requerem o
emprego de altas temperaturas ou solventes orgéanicos, o que pode ser prejudicial aos
micro-organismos (LAMBERT et al., 2008). Por outro lado, a utilizacdo de outras

técnicas de encapsulacdo como gelificacdo ibnica e coacervacdo complexa podem
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conferir maior protecdo aos micro-organismos encapsulados em funcao das condi¢des
utilizadas para a producdo das microparticulas através dessas técnicas
(KRASAEKOOPT et al., 2003).

A gelificacao ibnica ocorre por ligacao de um hidrocoléide com ions, tipicamente
gelificacdo de polissacarideos negativamente carregados mediada por cations, por
exemplo, entre alginato, carragena ou pectina com ions como o calcio (BUREY et al.,
2008). Na coacervacao complexa, a formacao dos complexos de biopolimeros deve-se
principalmente as interacdes eletrostaticas que dependem do grau de ionizagdo dos
polimeros e, portanto do pH (WEINBRECK et al., 2004). A coacervacao depende da
carga liquida do sistema, sendo consequentemente influenciada pela estequiometria,
por parametros estruturais dos biopolimeros e pelas condicées do meio como pH, forca
ibnica, temperatura e natureza dos reagentes (PRATA, 2006).

Kailasapathy (2006) estudou o efeito da incorporacdo de culturas probidticas
microencapsuladas através da técnica de emulsao, utilizando como material de parede
alginato de célcio e amido e avaliou a sobrevivéncia dessas culturas em iogurte firme.
Foram produzidos trés iogurtes, sendo um controle sem adicdo de micro-organismos
probidticos. L. acidophilus DD910 e B. lactis DD920 foram adicionados tanto na forma
livre quanto microencapsulada juntamente com a cultura tradicional de iogurte. A
viabilidade dos micro-organismos probiodticos foi estudada durante 7 semanas de
armazenamento refrigerado (4°C) e os resultados mostraram que houve perdas
significativas no numero de células tanto livres quanto encapsuladas. Houve,
aproximadamente, reducao de 4 e 3 ciclos logaritmicos no numero de células livres
para L. acidophilus e B. lactis, respectivamente. Ja para ambos 0s micro-organismos na
forma encapsulada, houve reducéo de 2 ciclos logaritmicos nesse mesmo periodo. Pés-
acidificacdo mais lenta do iogurte foi observada pelo mesmo autor. Os iogurtes
produzidos com adicdo de microcapsulas apresentaram pH maior (pH 4,25) quando
comparados aos adicionados de micro-organismos probioticos livres (pH 4,21) e o
iogurte controle sem adicdo de probidtico (pH 3,95) ao fim de 6 semanas de

armazenamento refrigerado.
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Kailasapathy e Sureeta (2004) avaliaram o efeito da microencapsulacdo de
micro-organismos probiéticos adicionados em iogurte firme sendo que L. acidophilus e
B. infantis foram encapsulados com alginato de calcio ou isolado proteico de soro
através da técnica de gelificacao ibnica. A avaliacao foi realizada através da viabilidade
dos micro-organismos probidticos apds 4 semanas sob armazenamento refrigerado
(4°C). Apods este periodo, observou-se redugao de 2,7; 1,7 e 2 ciclos logaritmicos para
L. acidophilus, na forma livre, encapsulado com alginato de calcio ou com isolado
proteico de soro, respectivamente. No mesmo periodo, observou-se reducao de 3,7
ciclos logaritmicos para B. infantis na forma livre e de 2,3 e 2,4 ciclos logaritmicos para
0 micro-organismo encapsulado com alginato de calcio ou com isolado proteico de soro,

respectivamente.

Sultana et al. (2000) estudaram o efeito da adicao de prebidticos e crioprotetores
na produgao de microcapsulas contendo Lactobacillus casei 2603. O amido modificado
(Hi-Maize, Starch Australia Ltda) foi adicionado em diferentes concentragdes (0,1, 2 e
4%) ao alginato para microencapsular o micro-organismo através da técnica de
emulsdo. Os resultados obtidos mostraram que a adicdo de 2% de amido resultou em
recobrimento de maior nimero de micro-organismos obtendo contagens de 3,1 x 10"
UFC/g, quando comparados a nenhuma adi¢cdo de amido, com contagens de 4 x 108
UFC/g. Entretanto, a adicdo de 4% de amido ndo melhorou a eficiéncia de
encapsulacdo dos micro-organismos. O amido e o alginato tendem a possuir um
sinergismo durante a gelificacédo, fornecendo assim uma protecao adicional as células
microencapsuladas em determinadas concentracdes, sendo que o aumento do nimero
de bactérias viaveis pode também ser atribuido a acao prebiética do amido modificado.
J4, a adicao de diferentes concentragdes de glicerol (15, 20 e 30%) as microcapsulas
de alginato de sddio e 2% de amido conferiu protecéo ao L. casei durante a liofilizacao.
A protegao conferida pelo glicerol apresentou-se mais eficiente conforme o aumento da
concentracdo utilizada. Na concentracdo de 30% de glicerol a contagem de L. casei

2603 manteve-se constante, na ordem de 10'? UFC/g, antes e depois da liofilizagao.

Os mesmos autores avaliaram a sobrevivéncia de L. acidophilus 2409 e B.
infantis 1912 nas formas livre e encapsulada com alginato de sdédio, amido e glicerol
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através da técnica de emulséo, adicionados em iogurte tradicional e armazenados sob
refrigeracao por 8 semanas. Houve um declinio de aproximadamente 1 ciclo logaritmico
tanto para células livres de L. acidophilus quanto para B. infantis nesse periodo. E,
houve um decréscimo de aproximadamente 0,5 ciclo logaritmico nesse mesmo periodo
para ambos 0s micro-organismos encapsulados. Os autores concluiram que o aumento
nas contagens dos micro-organismos viaveis pode ser atribuido a adicdo de amido

modificado, que age como prebidtico.

Adhikari et al. (2003) produziram iogurte batido com adicédo de B. longum B6 e B.
longum ATCC 15708 livres e encapsulados com k-carragena por técnica de emulsao e
observou 100% de sobrevivéncia apds 30 dias de armazenamento refrigerado para os
iogurtes com micro-organismos encapsulados. Ja, B. longum B6 e B. longum ATCC
15708 adicionados ao iogurte na forma livre obtiveram sobrevivéncia de 10,7% e 8,2%,

respectivamente.

Brinques e Ayub (2011) avaliaram a viabilidade de L. plantarum BL0O11 livre e
encapsulado durante o armazenamento refrigerado. A técnica de emulséo foi utilizada
na encapsulacdo do micro-organismo probiético aplicando-se diferentes materiais de
parede e de recobrimento. Avaliou-se a sobrevivéncia de L. plantarum BL0O11 apds 38
dias de armazenamento refrigerado e observou-se que houve menor perda de
viabilidade do micro-organismo quando encapsulado com pectina ou alginato recoberto
com quitosana dentre os diferentes materiais testados. Dentre essas condigcdes que
apresentaram melhor viabilidade do micro-organismo, a microcdpsula produzida com
alginato recoberta com quitosana foi aplicada na producao de iogurte e avaliada durante
38 dias de armazenamento refrigerado do produto, indicando que a microencapsulacao
conferiu protegdo ao micro-organismo. Outra variavel estudada foi a viabilidade do
micro-organismo livre e encapsulado com diferentes materiais apds simulacdo das
condicoes gastrointestinais. Os resultados mostraram que apds exposicdo ao suco
gastrico artificial, houve uma reducédo drastica dos micro-organismos em todas as
condicOes testadas, observando-se porém que nao houve diferenga significativa entre

os tratamentos.
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A exposicdo em pH 2,0 por 3 horas de L. acidophilus CSCC 2400, livre e
microencapsulado em alginato de calcio por técnica de gelificacdo ibnica, apresentou
reducdo de 5 e 3 ciclos logaritmicos da sua populacdo, respectivamente
(CHANDRAMOULI et al., 2004). Favaro-Trindade e Grosso (2000) também observaram
que a microencapsulacao de L. acidophilus La-05 e B. lactis Bb-12 em alginato de sodio
por gelificagdo ibnica conferiu protecdo aos micro-organismos, 0S quais nao
apresentaram reducao significativa na populacdo quando submetidos em pH 2,0 por 3
horas. Entretanto, no pH 1,0, ambos 0s micro-organismos, livres ou encapsulados,

foram dizimados apds 1 hora de exposigao.

Os resultados dos diversos estudos discutidos indicam que a microencapsulacao
pode proteger os micro-organismos probiodticos de condi¢des adversas, mantendo maior
estabilidade durante o armazenamento e na passagem pelo trato gastrointestinal
guando comparados aos micro-organismos ndao encapsulados (KRASAEKOOPT et al.,
2003).
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em duas etapas: na primeira foi feita a produgéo e
caracterizagao das microcapsulas contendo Lactobacillus acidophilus e na segunda foi
realizada a aplicacdo do micro-organismo probidtico, tanto na forma livre quanto

encapsulada, ao iogurte batido.
4.1. Material

» Leite integral homogeneizado e esterilizado (Shefa)

» Leite em p6 desnatado instantdneo MOLICO (Nestlé)

» Cultura lactica mista de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus YF-L812 (Christian Hansen, Valinhos, Brasil)

e Cultura probiética Lactobacillus acidophillus La-5 (Christian Hansen, Valinhos,
Brasil)

» Pectina de baixo grau de metoxilacdo amidada (grau de esterificacdo entre 32 e
38% e grau de amidacéao entre 12 e 18%) (CPKelco, Limeira, Brasil)

» Concentrado proteico de soro (CPS — 77% proteina) (Arla Foods Ingredients,
Dinamarca)

* Manteiga comercial comum sem sal (Marca Aviagao)

Os produtos foram adquiridos do mesmo lote de producdo em quantidade suficiente

para a realizacao de todos os experimentos, sem variacdo da matéria prima.

4.2. Métodos
4.2.1. Preparo da cultura lactica tradicional

A cultura lactica mista de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, liofilizada (DVS 50U) foi utilizada para a fermentacdo do leite e
obtencdo dos iogurtes. Em fungdo do pequeno volume de leite utilizado para cada
processamento (9 litros) e, consequentemente, da pequena quantidade de cultura

necessaria para a coagulacao, optou-se por ativar a cultura preparando-se uma cultura
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mae para fabricacdo do iogurte. A cultura foi ativada, segundo propor¢ao recomendada
pelo fabricante, em leite esterilizado desnatado reconstituido a 11% de sdlidos totais e
incubada a 45°C até coagulagao, por aproximadamente 3 horas. Em seguida, a cultura
foi mantida sob refrigeracao e utilizada para a producgao do iogurte. Para cada repeticao

do experimento foi preparada uma nova cultura seguindo-se 0 mesmo procedimento.
4.2.2. Manutencao e preparo da cultura probiética

A cultura probi6tica utilizada para a producéo do iogurte e microcapsulas foi uma
cultura comercial liofilizada de L. acidophilus La-5. O envelope completo da cultura foi
reidratado em leite esterilizado desnatado reconstituido a 11% de sdlidos totais,
adicionado de um crioprotetor (glicerol 10%), distribuido em microtubos tipo eppendorfe

armazenado sob congelamento (-18 C) até sua utiliz acao.

Para a obtencao da suspensdo de células de L. acidophilus La-5 retirou-se
aleatoriamente uma amostra congelada e a cultura foi repicada (1% v/v) trés vezes
consecutivas em caldo MRS (Oxoid), tendo sido incubada a 37°C por 15 horas. Apéds o
desenvolvimento do micro-organismo, a cultura foi transferida para tubos de centrifuga
de polipropileno, com tampas rosqueaveis, previamente esterilizados. Seguiu-se entao
a centrifugacao (Centrifuga Sorvall Instruments RC5C — DUPONT) a 7000 rpm por 10
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o concentrado de células foi
ressuspendido em agua peptonada 0,1% (p/v) para a lavagem das células, seguindo-se
nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes. Apds a lavagem das células, estas foram
ressupendidas em agua peptonada 0,1% (p/v). A contagem de células foi determinada
por meio de plaqueamento em profundidade em placas de Petri utilizando-se agar MRS
(DE MAN et al., 1960). As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas em jarra
anaerodbia, utilizando-se gerador de anaerobiose Anaerogen (Oxoid). A suspensao de
células foi utilizada subsequentemente na producdo do iogurte com micro-organismo
livre € na producao das microcapsulas.
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4.2.3. Producao das microcapsulas

O micro-organismo probiotico foi microencapsulado combinando-se as técnicas
de gelificacdo ibnica e coacervagdao complexa conforme descrito por Gigante et al.
(2010). Utilizou-se pectina de baixo grau de metoxilagdo amidada e concentrado
proteico de soro (CPS) como materiais de parede. A solucdo de pectina passou por um
pré-filtro microbiol6gico (AP20 04700 - 0,8 a 8um - Millipore) e a solugdo de
concentrado proteico de soro foi submetida a um tratamento térmico em banho-maria
de 80°C por 15 minutos sob agitagdo constante. Ap6s o preparo da solucédo de pectina
e de CPS ajustou-se o pH para 4,0. Todos os materiais de laboratério utilizados para a
producdo das microcapsulas foram previamente esterilizados (121C/15 minutos) e a
producéo foi realizada em ambiente asséptico.

As microcapsulas foram produzidas pela mistura de uma solug¢ao de 1500 mL de
pectina (2% p/v) em pH 4 e manteiga (2% p/v) que foram submetidas a agitacdo em
ultraturrax (IKA, Works do Brasil) a 14000 rpm/3min para formar uma emulsao,
conforme fluxograma geral de producdo apresentado na Figura 1. Em seguida,
adicionou-se o0 concentrado de células de L. acidophilus contendo aproximadamente
10" UFC/mL, agitando novamente em ultraturrax (6000rpm/imin) para incorporagio
desse concentrado de células a emulsao.

A emulsédo obtida foi aspergida em uma solugao de cloreto de calcio (2% p/v) em
pH 4,0 sob agitacdo magnética (410 rpm) através de um bico atomizador duplo fluido
(diametro de 1 mm), com auxilio de uma bomba peristaltica com pressao de ar de 0,15
kgf/cm?. As microcapsulas foram mantidas sob agitagdo constante por 30 minutos na
solucdo de CaCl, para completa gelificagcdo. Apds esse periodo, as microcapsulas
foram removidas, lavadas com agua deionizada pH 4,0 em peneira (diametro da
abertura de 125um) e colocadas em solugdo de CPS (4% p/v) em pH 4,0. As
microcapsulas foram mantidas nessa solucdo por 30 minutos para ocorrer a
coacervacao. Em seguida, foram transferidas para uma peneira e lavadas novamente

com agua deionizada pH 4,0.
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As microcapsulas obtidas foram submetidas a dois tratamentos: mantidas sob
refrigeracao (temperatura < 10°C) ou secas por liofilizacdo. Para a obtencdo de
microcapsulas secas, essas foram congeladas em freezer a -80°C e, em seguida, foram
submetidas ao processo de liofilizacdo (liofilizador Edwards Pirani 501) por
aproximadamente 48 horas, nas seguintes condicbes operacionais: temperatura do
condensador -60 °C, pressao 10" mbar e temperatura final de 25°C.

Apos a secagem, as microcapsulas liofilizadas foram armazenadas a -18°C até o
momento de utilizacdo. Apbés a producdo das microcapsulas, realizou-se a
caracterizacao fisica, quimica e microbiol6gica das particulas.

Solugdo de pectina (2% p/v) e manteiga (2% p/v), pH 4,0

A 4
Agitacdo em ultraturrax (14000rpm/ 3min)
\l/ P Concentrado de células (10" UFC/mL)
-~ de L. acidophilus La-5
Agitacdo em ultraturrax ( 6000rpm/ 1min)

Aspersdo em solucgdo de CaCl, (2% p/v) , pH 4,0

v

Formagao das microcdpsulas por gelificagdo idnica

\ 4

Recobrimento das microcdpsulas em solucéo de CPS 4% em pH 4,0

Microcépsulas obtidas por gelificacdo idnica
recobertas com CPS por coacervagdo complexa

> Congelamento -80°C

A\ 4

Microcapsulas imidas Microcapsulas secas [€—| Liofilizacdo

Figura 1. Fluxograma geral da produgédo de microcapsulas.
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4.2.3.1. Caracterizacao das microcapsulas

As microcapsulas foram caracterizadas quanto a umidade, contetdo de proteina,
didmetro médio, distribuicdo de tamanho, morfologia e microestrutura. A umidade foi
determinada por secagem em estufa a 105°C overnight (AOAC, 1995). A proteina foi
determinada pelo método de Kjeldahl, utilizando como fator de correcao 6,38 (AOAC,
1995). A avaliagdo do didmetro médio e distribuicdo de tamanho foram realizadas
utilizando o analisador de tamanho de particulas Mastersizer 2000 (Malvern Instruments
Ltda). A morfologia foi observada em microscépio 6ptico (Jenaval) utilizando objetiva de
25x e optovar de 1,25x com captagcao de imagens por camera digital. Para a avaliacao
da microestrutura, a amostra liofilizada foi colocada em almofariz e adicionada de
nitrogénio liquido, sendo posteriormente quebrada com pistilo. Em seguida, a amostra
foi pulverizada sobre a fita adesiva condutora (cobre) ja previamente fixada em stubs de
aluminio (1 cm x 1 cm), recoberta com ouro por meio de um evaporador Baltzer
(BaltecSCD50, Austria) e avaliada em microscépio eletronico de varredura (Scanning
microscope JSM-5800LV - Jeol) com aceleragao de voltagem de 20 kV (SOUZA, 1998).

4.2.3.2. Avaliacao da viabilidade de Lactobacillus acidophilus microencapsulado

A viabilidade dos micro-organismos microencapsulados foi determinada por meio
da contagem de células viaveis. Inicialmente as microcapsulas foram rompidas com
citrato de sodio (2% p/v) em pH 7,0 sob vigorosa agitacao para promover o rompimento
das mesmas e liberacdo dos micro-organismos. Em seguida, foram realizadas diluicoes
sucessivas em agua peptonada (0,1% p/v), e plagueamento em profundidade em
placas de Petri utilizando agar MRS. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas
em jarra anaerdbia, utilizando-se gerador de anaerobiose Anaerogen (Oxoid), com

posterior contagem da populacao de micro-organismos probibticos.

4.2.4. Aplicacao de Lactobacillus acidophillus livre e microencapsulado na
producao de iogurte batido

A producdo do iogurte batido contendo o micro-organismo probiotico livre e
microencapsulado foi realizada conforme o procedimento tradicional de fabricagcédo
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(Figura 2). Foram realizadas trés repeticdes dos processamentos. O micro-organismo
probidtico foi adicionado ao leite juntamente com a cultura lactica tradicional para
fabricacdo de iogurte antes da fermentagcdo. As microcapsulas mantidas sob
refrigeracao (temperatura < 10C) foram utilizadas no dia seguinte a sua producao para
fabricacdo de iogurte com microcapsulas uUmidas. As microcapsulas secas foram
reidratadas em agua peptonada 0,1% (p/v) em pH 4,0 por 12 horas. Posteriormente,
essas foram filtradas para a remocao do excesso de agua e utilizadas na fabricacao do
iogurte, considerando o produto fabricado com microcapsulas liofilizadas.

Para cada processamento de fabricagdo do iogurte, leite homogeneizado
esterilizado (9 litros) foi padronizado (13% sélidos totais) por meio da adicao de leite em
p6d desnatado. A mistura foi submetida ao tratamento térmico (85°C/ 5 minutos),
resfriada a 42°C e dividida em trés por¢des, as quais foram adicionadas de 2,5% (v/v)
da cultura lactica tradicional para fabricagcdo de iogurte, constituida de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e submetidas aos seguintes
tratamentos: 1) adicdo de 1% (v/v) de L. acidophilus livre; 2) adicao de 10% (p/v) de
microcapsulas Umidas contendo L. acidophilus e 3) adicdo de 13% (p/v) de
microcapsulas liofilizadas reidratadas contendo L. acidophilus.

As amostras submetidas a esses tratamentos foram colocadas em recipientes de
aco inoxidavel (3 litros) e levadas ao banho-maria (42 + 1°C) para fermentacdo. Uma
pequena porcao foi distribuida em tubos de rosca (50 mL), os quais foram incubados
em banho-maria a 42 + 1°C. Para avaliacao do tempo de fermentagao, amostras foram
retiradas a cada 20 minutos, resfriadas em banho de gelo e utilizadas para avaliagdo do
pH e acidez titulavel. O tempo de fermentagdo dos iogurtes foi considerado o
necessario para que o produto atingisse pH 4,8 + 0,05. Ao final da fermentacéo, os
iogurtes foram retirados do banho-maria, resfriados em banho de gelo até a
temperatura 10°C e armazenados em camara fria por 24 horas. Apds esse periodo, os
iogurtes foram batidos lentamente, com o auxilio de um agitador de inox perfurado, e
acondicionados em copos de 200 mL que foram selados com tampa de aluminio termo-
soldavel e armazenados em camara fria (5°C). O batimento foi feito manualmente e foi

padronizado para todos 0s processamentos € amostras.
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Leite homogeneizado esterilizado padronizado (13% ST)
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lactica tradicional e lactica tradicional e adigéo de lactica tradicional e adigio de
adigao de L. microcapsulas umidas microcapsulas liofilizadas
acidophilus livre contendo L. acidophiius livre contendo L. acidophiius livre
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logurte probidtico batido logurte probidtico batido logurte probidtico batido
com L. acidophilus livre com microcapsulas umidas com microcapsulas liofilizadas

Figura 2. Fluxograma de fabricagcéo de iogurte (Adaptado de Tamime e Robinson, 1999).

4.3. Amostragem e indicacao das analises realizadas

Uma amostra representativa do lote de leite homogeneizado esterilizado e os
iogurtes obtidos de cada processamento foram analisados quanto ao pH, acidez,
extrato seco total, proteina total, gordura e cinzas. O teor de lactose foi calculado por
diferenca. O leite em p6 desnatado utilizado para a padronizacao dos sélidos totais do
iogurte foi avaliado quanto ao extrato seco total. As determinagdes fisico-quimicas dos
iogurtes foram realizadas apés o batimento e envase. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

A avaliacao da poés-acidificagdo e viabilidade dos micro-organismos foi realizada
apés 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado. A pés-acidificagao foi
avaliada através do comportamento do pH e acidez titulavel das amostras. A contagem

de micro-organismos viaveis presentes nos iogurtes probidticos foi realizada por meio
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de contagem seletiva de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Lactobacillus acidophilus.

A avaliacao da viabilidade do L. acidophillus no iogurte durante a simulacédo das
condi¢cbes gastrointestinais foi realizada apds 35 dias de armazenamento refrigerado.
Todas as analises microbiolégicas foram realizadas em duplicata.

O calculo da porcentagem de sobrevivéncia dos micro-organismos foi realizado a
partir da populacédo de células viaveis expressas em UFC/g (ADHIKARI et al., 2003;
MORTAZAVIAN et al., 2008).

4.4. Determinacodes analiticas
4.4.1. Analises fisico-quimicas

* pH: determinado por potencidmetro previamente calibrado, introduzindo o eletrodo
diretamente nas amostras homogeneizadas.

» Acidez titulavel: determinada por titulacdo da amostra com hidroxido de sédio N/9
em presenca do indicador fenolftaleina (AOAC, 1995).

» Extrato seco total (EST): determinado por secagem em estufa a 105°C (AOAC,
1995).

* Proteina total: o nitrogénio total foi determinado pelo método micro-Kjeldahl, sendo
que a determinacdo da proteina total foi calculada multiplicando-se a porcentagem
de nitrogénio total pelo fator de correcao igual a 6,38 (AOAC, 1995).

» Gordura: determinada gravimetricamente apds extracdo em frascos de Mojonnier
(AOAC, 1995).

» Cinzas: determinado por incineracdo em forno mufla a 550°C (AOAC, 1995).
4.4.2. Analises microbioldgicas

Todo material utilizado foi previamente esterilizado, sendo que as andlises

microbioldgicas foram realizadas em camara de fluxo laminar.
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Pesou-se 1 g de microcapsulas umidas e adicionou-se 9 mL de citrato de sédio
(2% p/v) em pH 7,0 sob vigorosa agitacao para liberacdo do micro-organismo, sendo
esta considerada a primeira diluicdo. Para a contagem de L. acidophilus presente nas
microcapsulas liofilizadas, pesou-se 0,1 g, adicionou-se 10 mL de agua peptonada 0,1%
(p/v) em pH 4,0, hidratando-as por aproximadamente 15 minutos. Em seguida,
adicionou-se 90 mL de citrato de sédio (2% p/v) em pH 7,0. A mistura foi
homogeneizada por 15 minutos em velocidade normal em Stomacher 400 (Seward) e

imediatamente utilizada para a avaliacdo da viabilidade dos micro-organismos.

Para o preparo das amostras de iogurte, pesou-se 25 g em saco para Stomacher
(Seward) e adicionou-se 225 mL de citrato de sédio (2% p/v) pH 7,0. A mistura foi
homogeneizada por 15 minutos em velocidade normal em Stomacher 400 (Seward) e
imediatamente utilizada para a avaliacdo da viabilidade dos micro-organismos.
Posteriormente, foram realizadas diluicdes sucessivas em agua peptonada 0,1% (p/v) e
plagueamento em profundidade em placas de Petri. Utilizou-se solu¢do de citrato de
sédio como primeira diluicdo para promover o rompimento das microcapsulas e

liberagdo dos micro-organismos.

A contagem de L. acidophilus livre e microencapsulado foi determinada em agar
MRS (Oxoid) adicionado de 0,15% de bile (Sigma). As placas foram incubadas a 37C
por 72 horas em anaerobiose, com posterior contagem da populagdo de micro-
organismos probidticos (VINDEROLA e REINHEIMER, 1999).

A contagem dos micro-organismos da cultura tradicional de iogurte foi realizada
utilizando-se agar ST para Streptococcus thermophilus, e as placas foram incubadas a
30T por 72 horas em aerobiose (ZACARCHENCO e MASSA GUER-ROIG, 2004). Os
ingredientes utilizados para o preparo de 1 L de meio agar ST foram: 10 g de triptona,
10 g de sacarose, 5 g de extrato de levedura e 2 g de KoHPO, dissolvidos em 1 L de
agua destilada. O pH foi ajustado para 6,8 = 0,1 e adicionado 6 mL de bromocresol
purpura e 12 g de agar. Para a contagem de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
utilizou-se o agar RCA (Difco) ajustando para pH 5,3 e as placas foram incubadas a
45T por 72 horas em anaerobiose (DAVE e SHAH, 1996 ).
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As placas incubadas em anaerobiose foram acondicionadas em jarras

anaerdbias, utilizando gerador de anaerobiose Anaerogen (Oxoid).

4.5. Avaliacao da viabilidade do Lactobacillus acidophillus no iogurte durante a
simulacao das condicoes gastrointestinais

4.5.1. Preparo do suco gastrico e solucao de bile

O suco gastrico artificial (SGA) foi preparado a partir de cloreto de potassio 1,12
g.L™; cloreto de sédio 2,0 g.L™; cloreto de célcio 0,11 g.L"; hidrogenofosfato de potassio
0,4 g.L" e mucina 3,5 g.L"", sendo o pH dessa solugdo ajustado para 3,0 com HCI. Foi
utilizada uma solucao de bile (Bile bovina B3883 — Sigma-Aldrich) na concentracao de
1% e ajustado o pH para 7,0. As solucbes de suco gastrico artificial e bile foram
esterilizadas a 121°C por 15 minutos, sendo que a pepsina foi adicionada na solucéo de
SGA apresentando uma concentracdo final de 1 mg.mL' (MOZZI et al., 2009;
SULTANA et al., 2000).

4.5.2. Simulacao das condicoes gastrointestinais

A metodologia modificada de Wang et al. (2009) foi utilizada na avaliagdo da
viabilidade do micro-organismo livre e microencapsulado nos iogurtes durante a
simulacédo das condicbes gastrointestinais. A contagem de células viaveis foi realizada
em agar MRS-bile (VINDEROLA e REINHEIMER, 1999).

Um grama de iogurte foi adicionado em 10 mL de suco gastrico artificial (pH 3,0)
e incubado a 37°C sob agitacdo. A viabilidade foi avaliada nos intervalos de tempo de 0,
60 e 120 minutos. O pH das amostras foi ajustado para 7,0 ap6s 120 minutos de
contato com o suco gastrico artificial. Uma solugdo de pancreatina (1,95 g.L™") foi
adicionada e a viabilidade avaliada ap6s 300 minutos para simulagao do suco intestinal
artificial (PICOT e LACROIX, 2004).

A tolerancia a bile foi avaliada na concentracao de 1,0%. Um grama de iogurte foi
adicionado em 10 mL da solugéo de bile. A amostra foi incubada a 37°C sob agitacao e
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a viabilidade avaliada nos tempos de 0, 60 e 300 minutos.

Antes de cada plaqueamento, as amostras de iogurte contendo microcapsulas
foram diluidas em citrato de sédio (2% p/v) pH 7,0 sob vigorosa agitacdo para

rompimento das capsulas e liberacdo dos micro-organismos.
4.6. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o de parcelas subdivididas (Split—plot)
com trés repeticoes, em um planejamento do tipo fatorial 3 x 6, em blocos
completamente aleatorizados. O fator principal foram os tratamentos, com 3 niveis de
variacao : (1) iogurte com L. acidophilus livre; (2) iogurte com microcapsulas umidas
contendo L. acidophilus e (3) iogurte com microcapsulas liofilizadas e reidratadas
contendo L. acidophilus. O fator secundario foi o tempo de armazenamento, com 6
niveis de variacao (1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds a fabricacao). Os processamentos

foram considerados como blocos (processo 1, 2 e 3).

O efeito dos tratamentos sobre a composicao fisico-quimica foi analisado por
andlise de variancia (ANOVA) de acordo com este delineamento. O efeito dos
tratamentos, do tempo de armazenamento e da interacdo destes fatores foi analisado
por analise de variancia de dois fatores (ANOVA) e o Teste de Tukey, ao nivel de 5%

de significancia foi utilizado para comparacao de médias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Avaliacao das caracteristicas das microcapsulas

Antes da secagem, as microcapsulas obtidas por gelificacdo ibnica e
coacervagao complexa, utilizando-se pectina e concentrado proteico de soro como
materiais de parede, contendo Lactobacillus acidophilus, apresentaram, em média, 96,9
+ 0,7% de umidade e 20,0 £ 4,1% de proteina em base seca.

As microcépsulas umidas apresentaram uma distribuicdo de tamanho na faixa de
96,7 a 610,0 um e diametro médio de 253,3 £ 23,8 um e as microcapsulas reidratadas
(microcapsulas liofilizadas que foram mantidas em agua peptonada 0,1% (p/v) pH 4,0
por 12 horas antes de serem submetidas a producdo dos iogurtes) apresentaram
distribuicdo de tamanho na faixa de 157,6 a 772,6 um e didmetro médio de 367,4 + 10,9
um, para as condicdes estudadas. O Anexo | apresenta os gréaficos de distribuicao de
tamanho das microcapsulas umidas e liofilizadas reidratadas.

Através da microscopia Optica (Figura 3) foi possivel observar a morfologia
externa e estrutura interna das microcdpsulas estudadas, o tamanho e a distribuicao de
recheio (micro-organismos) na matriz. Em geral, as microcapsulas apresentaram forma
esférica em sua maioria com goticulas de gordura heterogéneas e distribuicdo do
recheio por toda a matriz.

Apos a secagem e com auxilio de microscopia eletrdnica de varredura (Figura 4)
observou-se claramente as goticulas de gordura e a presenca dos micro-organismos
nas microcapsulas obtidas por gelificacao ibnica e coacervacao complexa, utilizando-se
pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede, contendo
Lactobacillus acidophilus.
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Lactobacillus acidophilus

Figura 3. Imagens obtidas por microscopia Optica das
microcapsulas obtidas por gelificacdo ibnica e
coacervagdo complexa contendo L. acidophilus. A e B:
aumento de 25x. Barras de 50 um.
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Figura 4. Imagens obtidas por microscopia eletrébnica de varredura das microcdpsulas
liofilizadas obtidas por gelificacdo ibnica e coacervagdo complexa contendo
L. acidophilus. As setas azuis indicam a presenca de gordura e as setas vermelhas
indicam a presenga de micro-organismos nas microcapsulas.
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5.1.1. Viabilidade do Lactobacillus acidophilus durante a producao das

microcapsulas

Durante a producdo das microcapsulas umidas ndo se observou perda da
viabilidade do L. acidophilus. O concentrado de células de L. acidophilus obtido apds a
centrifugacdo e ressuspendido em &gua peptonada 0,1% (p/v) apresentou 1,25 x 10'°
UFC/mL. Uma porgdo de 30 mL desse concentrado, portanto, com 3,75 x 10" UFC, foi
adicionado a 1500 mL de emulsdo de pectina com manteiga para a producao das
microcapsulas. Desta forma, considerando-se a diluicdo da porcao adicionada, a
emulsdo aspergida em CaCl, apresentava, inicialmente, 2,5 x 10® UFC/mL e a
populacdo de L. acidophilus nas microcapsulas imidas foi, em média, 2,29 x 10® UFC/g.
Do ponto de vista de rendimento, 1000 mL de emulsao de pectina com manteiga rende,
em meédia, 823 = 118 g de microcapsulas umidas.

No entanto, durante o congelamento observou-se perda de viabilidade de
L. acidophilus nas microcapsulas de 1,97 ciclos logaritmicos. Apés o congelamento
(-80C) e antes da liofilizagdo, observou-se uma re ducdo na viabilidade das células de
2,29 x 10® UFC/g para 2,43 x 10° UFC/g e ao final da secagem as particulas
apresentaram, em média, 6,98 x 10° UFC/g. Ap6s a reidratacdo em agua peptonada
0,1% (p/v) pH 4,0 por 12 horas, e antes de serem utilizadas na producao dos iogurtes,
as capsulas apresentaram, em média, 3,95 x 10° UFC/g. Desta forma, observou-se que
o conjunto dos procedimentos entre a produg¢do das microcapsulas e sua aplicagdo no
iogurte, que envolveu o congelamento, secagem por liofilizacao, e reidratagao, implicou
na reducao da viabilidade do L. acidophilus de 1,76 ciclos logaritmicos.

Esses resultados indicaram que microencapsulacao de L. acidophilus mostrou-se
eficiente utilizando-se a combinacdo das técnicas de gelificacao ibnica e coacervacao
complexa e usando pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede,
uma vez que a reducdo do numero de células vidveis ocorreu apenas pelo fator
diluicdo. No entanto, o processo de secagem precisa ser otimizado. A perda de
viabilidade do micro-organismo ocorreu durante o congelamento e as capsulas foram

mantidas congeladas por 15 dias antes da liofilizacdo. Desta forma, tanto um menor
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tempo de congelamento como o uso de um crioprotetor, como o glicerol, poderiam
contribuir para a manutengao de viabilidade do micro-organismo probiético. Apesar da
liofilizagdo nao parecer ter afetado a viabilidade celular, esse € uma método caro de
secagem e outros métodos podem ser avaliados, como por exemplo, a secagem em

estufa a vacuo ou em leito fluidizado.
5.2. Caracterizacao dos iogurtes probioticos batidos
5.2.1. Caracterizacao do processo de fermentacao

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas do processo de fermentacdo dos
iogurtes obtidos.

Tabela 1. Caracteristicas do processo de fermentacédo dos iogurtes probibticos.

Tratamentos™
Caracteristicas 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2)
pH inicial 6,36 £ 0 6,31 £ 0,03 6,29 + 0,01
pH final 4,81 £0,02 4,81 + 0,01 482+0
Acidez inicial (% acido lactico) 0,23+0 0,204 + 0,007 0,202 + 0,002
Acidez final (% acido lactico) 0,658 £ 0,007 0,646 £0,001 0,63+0
Tempo de fermentac¢ao (minutos)** 180+ 0 1800 2000

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcapsulas Umidas; 3:
iogurte com L.acidophilus em microcapsulas liofilizadas
** tempo médio necessario para os produtos atingirem pH 4,8 £ 0,05

As Figuras 5 e 6 apresentam as curvas médias de desenvolvimento de pH e
acidez durante o processo de fabricacdo dos iogurtes.
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Figura 5. Curva de desenvolvimento de pH durante o processo de fabricacdo do iogurte.
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Figura 6. Curva de desenvolvimento de acidez (% acido lactico) durante o processo de
fabricagé@o do iogurte.
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Observa-se na Tabela 1 e nas Figuras 5 e 6 que o0 tempo necessario para que 0s
iogurtes atingissem pH 4,8 £ 0,05 foi o mesmo (180 minutos) para os iogurtes com L.
acidophilus livre e L. acidophilus em microcapsulas umidas. Entretanto, o iogurte com L.
acidophilus em microcapsulas liofilizadas apresentou um tempo de fermentagao
superior (200 minutos) quando comparado aos outros tratamentos. As Figuras 5 e 6
mostram o mesmo comportamento de decréscimo do pH e aumento da acidez com o

tempo para todos os tratamentos.
5.2.2. Efeito dos tratamentos sobre a composicao dos iogurtes probiéticos

O leite integral homogeneizado esterilizado utilizado em todos os
processamentos apresentava 11,82% de soélidos totais, 3,23% de gordura, 3,00% de
proteina, 4,85% de lactose, 0,74% de cinzas, 0,15% &cido lactico e pH 6,79. O leite em
pod desnatado utilizado para aumentar o teor de sélidos apresentava 95,67% de sélidos

totais.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas e microbiol6gicas dos
iogurtes obtidos pelos trés tratamentos: (1) iogurte adicionado de L. acidophilus livre, (2)
iogurte com adicao de microcapsulas Umidas contendo L. acidophilus e (3) iogurte com

adicao de microcapsulas liofilizadas contendo L. acidophilus.
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Tabela 2. Composicao fisico-quimica, caracteristica microbioldgica, desvio padrao e

valor de p dos iogurtes probibticos (dia 1).

Tratamentos*
Determinacées Analiticas 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2) Valor de p
Analises fisico-quimicas
pH 4,34 +0,02° 4,50 +0,02° 4,51 +0,04° 0,0068
Acidez (% acido l4ctico) 0,803 +0,002° 0,749 +0,006° 0,74 +0,01° 0,0025
Proteina (%) 3,38 +0,01° 4,04 + 0,017 4,03 +0,01° < 0,0001
Gordura (%) 3,21 £ 0,02 3,22 + 0,01 3,21 £ 0,03 0,1454
Sélidos totais (%) 12,707 £0,006° 12,10 +0,01° 12,04 +0,01° < 0,0001
Cinzas (%) 0,869 £ 0,004* 0,847 +£0,002° 0,849 +0,006° 0,0020
Lactose (%)** 5,26 +0,03° 3,99 +0,02° 3,96 +0,04° < 0,0001
Analises microbioldgicas
S. thermophilus 1,41 x 10%% 1,67 x 10°2 1,32 x 10°° 0,034
(UFC/g)
L. bulgaricus 4,46 x 10”2 1,33 x 107° 5,23 x 10°° < 0,0001
(UFC/g)
L. acidophilus 1,51 x 1082 1,80 x 107° 4,68 x 10°° <0,0001
(UFC/g)
L. acidophilus 3,02 x 10" 3,60 x 10° 9,36 x 10’

(UFC/ 200 g)
*1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcapsulas umidas; 3: iogurte
com L. acidophilus em microcépsulas liofilizadas.
** Calculada por diferenca.
b Médias com a mesma letra na linha nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Os iogurtes obtidos pelos diferentes tratamentos foram avaliados com base no
Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Leites Fermentados da Instrugéo
Normativa n® 46 de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007) e no Regulamento Técnico
de Substancias Bioativas e Probioticos, Isolados com Alegacdo de Propriedades
Funcionais e ou de Saude da Resolucado n® 2 de 7 de janeiro de 2002 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2002), a qual regulamenta que a quantidade
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do probiético em UFC, contida na recomendacado diaria do produto pronto para

consumo, deve ser declarada no rotulo, proximo a alegacao.

Observa-se na Tabela 2 que os iogurtes obtidos por todos os tratamentos
atenderam aos parametros exigidos pelo Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leites Fermentados, tanto do ponto de vista fisico-quimico como
microbiolégico. Os produtos apresentaram teor de matéria gorda lactea entre 3,0 e
5,9%, 0 que os classificariam como integrais, teor de proteinas lacteas acima do minimo
de 2,9%, acidez variando entre 0,6 e 1,5% &cido lactico e contagens de bactérias
lacticas totais acima do minimo de 107 UFC/g exigidos pelo respectivo regulamento.

No que diz respeito a caracteristica probiodtica dos produtos, observa-se (Tabela
2) que os iogurtes nos quais se introduziu o L. acidophilus nas formas livre e em
microcapsulas Umidas, com contagens de 3,02 x 10" e 3,60 x 10° UFC/200 g,
respectivamente, atenderam ao padréao estabelecido pela legislacdo, a qual recomenda
a quantidade minima de 10® a 10° UFC na recomendacéo de ingestao diaria do produto
pronto para o consumo, que € de 200 g ou mL para iogurtes (Resolucdo RDC n? 359,
de 23 de dezembro de 2003) (BRASIL, 2003). Entretanto, essa contagem foi inferior ao
recomendado quando o iogurte foi obtido com L. acidophilus em microcapsulas
liofilizadas, o qual apresentou 9,36 x 10’ UFC na porcdo de 200 g. E importante
ressaltar que a quantidade étima de bactérias probidticas necessaria para promover
beneficios nutricionais aos consumidores nao € rigorosamente estabelecida e varia em
funcdo de varios fatores (GILLILAND et al., 2002). Autores sugerem que 0S micro-
organismos probidticos devem permanecer vidveis em concentracdo minima de 10°
UFC/g até o final da vida de prateleira do produto (SHAH, 2000; AKALIN et al., 2007).

Além do atendimento aos padrdes da legislacdo, observa-se que os tratamentos
afetaram significativamente o pH, acidez, e os teores de proteina, solidos totais, cinzas
e lactose dos iogurtes (Tabela 2). Com relacdo a acidificacdo do produto, o iogurte
produzido com L. acidophilus livre apresentou menor pH e maior acidez que os
produzidos com 0 micro-organismo microencapsulado, tanto na forma Umida como

liofilizada, os quais nao apresentaram diferenca entre si.
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No caso dos experimentos realizados, pode-se constatar que a diferenca na
acidificacao dos produtos frente aos tratamentos ocorreu nas primeiras 24 horas de
armazenamento refrigerado, e ndo durante o processo de fabricacdo dos iogurtes
probidticos. Imediatamente ap6s a fermentagdo (Tabela 1), os iogurtes com L.
acidophilus livre, em microcapsulas umidas e liofilizadas apresentaram pH 4,81; 4,81 e
4,82, respectivamente. No entanto, apds o primeiro dia de armazenamento refrigerado
dos produtos (Tabela 2) verificou-se um maior decréscimo do pH do iogurte com L.
acidophilus livre do que com o micro-organismo microencapsulado nas formas umida ou
liofilizada, os quais apresentaram pH 4,34; 4,50 e 4,51, respectivamente, sendo que os
iogurtes com adicdo de microcdpsulas nao diferiram significativamente entre si. O

mesmo comportamento pode ser observado para os valores de acidez.

A menor acidificacdo do produto contendo o micro-organismo probidtico
microencapsulado pode ser uma vantagem, tanto para a caracteristica sensorial do
iogurte como para a propria sobrevivéncia do probidtico durante o armazenamento
refrigerado do produto. Kailasapathy (2006) também observou uma menor acidificagao
quando comparou a adicdo de L. acidophilus DD910 e B. lactis livre e encapsulado na
fabricacao de iogurte firme.

Quanto a composicdo, o iogurte produzido com o micro-organismo livre
apresentou maiores teores de soélidos totais, cinzas e lactose e menor teor de proteina
do que os iogurtes produzidos com o L. acidophilus encapsulado nas formas Umida ou
liofiizada, os quais nao diferiram significativamente entre si para todos esses
parametros. Além disso, o teor de gordura nao foi significativamente afetado pelos

tratamentos.

O maior teor de proteina encontrado nos iogurtes probidticos produzidos com
microcapsulas Umidas e liofilizadas (4,04 e 4,03%, respectivamente) quando
comparado ao iogurte produzido com o micro-organismo livre (3,38%) pode ser
atribuido a composicao das microcapsulas, as quais foram recobertas com proteina de
soro através da coacervagao complexa e apresentaram, em média, 20% de proteina em

base seca. Embora esse nao seja o foco do trabalho, o maior contetudo proteico pode
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afetar positivamente as caracteristicas nutricionais do produto. Por outro lado,
considerando-se que também se adicionou gordura lactea na producdo de
microcapsulas (2% de manteiga) é de se estranhar que nao exista diferenca no teor de
gordura do iogurte, que foi de aproximadamente 3,2% para todos os tratamentos
(Tabela 2). Uma hipdtese é que a metodologia utilizada para determinagéo do teor de
gordura do iogurte, o método de Mojonnier, ndo possibilitou a extracdo da gordura do
interior da particula. O método prevé uma hidrélise alcalina da proteina através da
adicdo de amdnia com posterior extracao da gordura através de lavagens sucessivas
da amostra com alcool etilico, éter etilico e éter de petrdleo (AOAC, 1995). Utilizando
microscopia confocal, Gigante et al. (2010) mostraram que a gordura encontra-se no
interior das microparticulas produzidas por gelificacdo ibnica e coacervagcao complexa
utilizando-se pectina e proteinas de soro como materiais de parede. Desta forma, é
possivel que a ligacado eletrostatica estabelecida entre as cargas negativas da pectina e
as cargas positivas da proteina do soro para a formacao da capa protetora da particula
nao seja rompida por esse método de extracao e, desta forma, nao libere o conteddo de
gordura do seu interior nao afetando, consequentemente, o teor de gordura do produto.

Apesar do leite utilizado para a fabricagao dos iogurtes ter sido padronizado para
13% de soélidos totais, esse teor de sélidos nao foi o obtido para os produtos prontos em
todos os tratamentos (Tabela 2). No caso do iogurte com L. acidophilus livre, que
apresentou 12,71% de sélidos totais, a diferenca pode ser atribuida ao conteudo de
umidade do leite em p6 desnatado, o qual néo foi levado em consideragdo no momento
dos calculos. J& para os iogurtes com L. acidophilus em microcdpsulas Uumidas ou
liofiizadas (reidratadas antes de serem adicionadas ao iogurte), que apresentaram
12,10% e 12,04% de sdlidos totais, respectivamente, o menor teor de sélidos em
relacdo a padronizagdo do leite (13%) pode ser atribuido ao elevado contetudo de
umidade das microcapsulas, que €, em média, de 97%. Cabe relembrar que para a
fabricacdo do iogurte com microcapsulas umidas e liofilizadas adicionou-se 10 e 13%
de microcdpsulas em relagdo a quantidade de leite, respectivamente. Esses valores
corresponderam a 300 g de microcapsulas umidas e 390 g de microcapsulas liofilizadas
(reidratadas) para os 3 litros de leite utilizados em cada um dos processamentos.
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Apesar de significativa, a diferenca apresentada em relacao ao teor de cinzas
(0,869; 0,847 e 0,849%) para os iogurtes com L. acidophilus livre, em microcapsulas
umidas e liofilizadas, respectivamente, foi muito pequena e pode ser considerada de
pouca importancia do ponto de vista nutricional e tecnolégico.

O teor de lactose dos iogurtes foi calculado por diferenca entre os demais
constituintes do produto, e desta forma, o menor teor de lactose nos iogurtes com
microcapsulas umidas (3,99%) e liofilizadas (3,96%) quando comparado ao iogurte com
L. acidophilus livre (5,26%) pode ser explicado pelo aumento no teor de proteinas e
diminuicao no teor de sélidos para esses produtos, conforme discutido anteriormente. A
lactose sendo calculada por diferenca soma as diferencas encontradas na composicao,
agrupando um possivel erro.

Diversos artigos consultados (Adhikari et al. (2000), Adhikari et al. (2003),
Kailasapathy (2006), Kailasapathy e Sureeta (2004), Krasaekoopt et al. (2006), Picot e
Lacroix (2004), Sultana et al. (2000), Sun e Griffiths (2000)) sobre a producao de iogurte
utilizando micro-organismos probiéticos livres e encapsulados ndao comparam a

composicao fisico-quimica dos produtos.

Quanto a caracterizacdo microbioldgica, observa-se (Tabela 2) que os
tratamentos afetaram significativamente a populacao inicial de cada micro-organismo
(S. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus). Apesar de significativa, a diferenca
apresentada em relacédo & populagao inicial de S. thermophilus (1,41 x 10% 1,67 x 10° e
1,32 x 10° UFC/g) para os iogurtes com L. acidophilus livre, em microcapsulas Umidas e
liofilizadas, respectivamente foi muito pequena. Para L. bulgaricus, essa diferenca foi
relativamente maior entre os tratamentos com L. acidophilus livre (4,46 x 107 UFC/g),
em microcapsulas Umidas (1,33 x 10’ UFC/g) e em microcapsulas liofilizadas (5,23 x
108 UFC/g). Entretanto, essas diferencas podem ser consideradas de pouca importancia
do ponto de vista tecnoldgico, uma vez que os iogurtes apresentaram contagens de
bactérias lacticas totais acima do minimo de 10’ UFC/g exigidos pelo regulamento
técnico. A populagao inicial de L. acidophilus (1,51 x 108;1,80 x 10” e 4,68 x 10° UFC/g)
para os iogurtes com L. acidophilus livre, em microcdpsulas umidas e liofilizadas,
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respectivamente foi discutida anteriormente e com relacao a caracteristica probidtica
dos produtos, os iogurtes com 0 micro-organismo livre e em capsulas umidas
atenderam ao padrao estabelecido pela legislacdo na recomendacao diaria do produto,
entretanto, essa contagem foi inferior ao recomendado quando o iogurte foi obtido com
L. acidophilus em microcapsulas liofilizadas.

5.2.3. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre as caracteristicas dos
iogurtes probioéticos

5.2.3.1. Avaliacao da pos-acidificacao

A Tabela 3 apresenta o efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento
refrigerado, bem como da interacdo destes fatores sobre o pH e acidez dos iogurtes

probibticos.

Tabela 3. Resumo da analise de variancia (ANOVA). Efeito dos
tratamentos, do tempo de armazenamento e da
interacdo desses fatores sobre pH e acidez dos
iogurtes probidticos.

Valores de p
Fator de Variacao GL pH acidez
Tratamento* 2 < 0,0001 < 0,0001
Tempo** 5 < 0,0001 < 0,0001
Tratamento x Tempo 10 < 0,0001 < 0,0001

* tratamentos representam o iogurte com L. acidophilus livre; iogurte com L.
acidophilus em microcapsulas Umidas e iogurte com L. acidophilus em
microcapsulas liofilizadas

** tempo representa os dias 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento
refrigerado dos iogurtes.

GL (Graus de liberdade); p (probabilidade de significancia < 0,05)

A Tabela 4 e a Figura 7 apresentam o desenvolvimento de pH e acidez dos
iogurtes probidticos durante 35 dias de armazenamento refrigerado.
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Tabela 4. Desenvolvimento de pH e acidez dos iogurtes

probidticos nos 35 dias de armazenamento
refrigerado.
Tratamentos*
Tempo 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2)
(dias)
pH
1 4,34 +0,0238 4,50 + 0,02 2* 4,51 +0,04 2~
7 4,33 +0,023" 4,34 + 0,010~ 4,33 +0,02°4
14 4,14 +0,02°8 4,32 + 0,02 A 4,31 +0,01°4
21 413 +0,01°8 4,31 + 0,02 A 4,31 +0,01°4~
28 4,09 +0,02°8 4,29 +0,01 °A 4,30 + 0,01 °~
35 4,01 +0,01°8 4,28 + 0,01 °A 4,29 + 0,01 0~
Acidez (% acido lactico)
1 0,803 +0,002°* 0,749 +0,006 98 0,74+ 0,01 °B
7 0,833 + 0,007 °* 0,820 + 0,004 °* 0,83 + 0,02 °A
14 1,010 + 0,006 °* 0,843 + 0,005°% 0,854 + 0,001 2®
21 1,024 + 0,004 °» 0,850 + 0,007 °® 0,860 + 0,001 2"
28 1,08 + 0,01 A 0,857 + 0,007 28 0,864 + 0,003 2®
35 1,138 +0,0033* 0,873 +0,0032% 0,870 + 0,006 2®

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em
microcdpsulas Umidas; 3: iogurte com L. acidophilus em microcapsulas
liofilizadas

AB Para cada caracteristica (pH ou acidez), médias com a mesma letra na
linha n&o diferem significativamente entre si (p < 0,05).

2 para cada caracteristica (pH ou acidez), médias com a mesma letra na
coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).
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Figura 7. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre o pH (A) e acidez (B) dos
iogurtes probiéticos.
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Observa-se na Tabela 4 que o pH e a acidez dos iogurtes foram
significativamente afetados pelos tratamentos, pelo tempo de armazenamento e pela
interacdo entre esses dois fatores. O iogurte com L. acidophilus livre apresentou o
menor pH médio (4,17) quando comparado aos iogurtes com L. acidophilus
encapsulado nas formas umidas e liofilizada, que apresentaram o mesmo pH médio de
4,34. Embora o comportamento geral dos iogurtes tenha se caracterizado pela reducéao
do pH e aumento da acidez ao longo do tempo (Tabela 4 e Figura 7), esse
comportamento foi significativamente diferente para cada tratamento. O iogurte com
L. acidophilus livre apresentou maior pés-acidificacdo quando comparado aos outros
dois tratamentos. Observa-se que apds a acidificagdo ocorrida entre os dias 1 e 7 nos
iogurtes com L. acidophilus em microcapsulas umidas e liofilizadas, o pH e a acidez se
mantiveram praticamente constantes. No entanto, o iogurte com L. acidophilus livre
apresentou visivel reducao do pH e aumento da acidez ao longo do armazenamento

refrigerado, mais acentuado entre 7 e 14 dias de armazenamento.

Kailasapathy (2006) e Mortazavian et al. (2008) também observaram menor pés-
acidificacao em iogurte probiético adicionado de L. acidophilus e B. lactis na forma
encapsulada do que na forma livre. A péds-acidificagdo é indesejavel tanto para
manutencdo da qualidade sensorial do iogurte, como para a manuten¢ao da viabilidade
dos micro-organismos presentes (WALSTRA et al., 2006). Segundo Beal et al. (1999),
uma maior queda de pH nos primeiros dias de armazenamento, como a observada nos
primeiros 7 dias de armazenamento para o iogurte com L. acidophilus encapsulado e
com 14 dias para o iogurte com L. acidophilus livre, deve-se a maior atividade
metabdlica das bactérias lacticas em pHs mais elevados. No iogurte tradicional, o
L. bulgaricus € o principal responsavel pela pés-acidificagdo, mas por outro lado ele
contribui consideravelmente para a producdao de compostos aromaticos, especialmente
o acetaldeido, caracteristico do iogurte (RASIC e KURMANN, 1978; GUYOT, 1992).
Neste trabalho, a menor pdés-acidificacdo dos iogurtes probioticos adicionados de
L. acidophilus encapsulado por gelificacao i6nica e coacervacao complexa utilizando
pectina e proteinas do soro como materiais de parede, indica que a encapsulacao inibe
a atividade dos micro-organismos, protegendo, consequentemente, o produto da pos-
acidificacao.
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5.2.3.2. Avaliacao da viabilidade dos micro-organismos

A Tabela 5 apresenta o efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento,
bem como a interacao desses fatores na viabilidade de S. thermophilus, L. bulgaricus e
L. acidophilus. A Tabela 6 apresenta a populacédo (log UFC/g) dos micro-organismos
presentes nos iogurtes probidticos batidos durante 35 dias de armazenamento
refrigerado.

Tabela 5. Resumo da analise de variancia (ANOVA). Efeito dos tratamentos, do
tempo de armazenamento e da interacao tratamento x tempo sobre a
viabilidade de S. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus.

Valores de p
Fator de Variacao GL S. thermophilus L. bulgaricus L. acidophilus
Tratamento* 2 0,005 < 0,0001 < 0,0001
Tempo** 5 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Tratamento x Tempo 10 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

* tratamentos representam o iogurte com L. acidophilus livre; iogurte com L. acidophilus em
microcapsulas Umidas e iogurte com L. acidophilus em microcépsulas liofilizadas

** tempo representa os dias 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado dos iogurtes.
GL (Graus de liberdade); p (probabilidade de significancia < 0,05)
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Tabela 6. Viabilidade das culturas durante 35 dias de armazenamento

refrigerado.
Tratamentos™
Tempo 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2)
armazenamento (dias)
S. thermophilus (log UFC/g)
1 9,15 + 0,02 2® 9,22 +0,023* 9,12+0,0328
7 9,07 + 0,01 °~ 9,07 +0,04°*  9.10+0,033"
14 8,99 + 0,02 °A 9,01 £0,04°* 9,01 +0,02°A
21 8,96 + 0,01 %A 8,90 +0,019%  8,93+0,03¢°"®
28 8,91 +0,01 94 8,87 +0,01 A 8.88+0,02°"
35 8,653 +0,004°% 8,84+0,01°* 8,81+0,02"
L. bulgaricus (log UFC/g)

7,64 + 0,09 °A 7,12+0,0338% 6,71 +0,07 3¢
7 7,67 £0,11 A 7,11+0,033%  6,70+0,07 3¢
14 7,82 +0,08 2* 7,08+0,05%%  6,61+0,062%°
21 7,78 £ 0,06 A 7,03+0,062% 6,51 +0,04°°¢
28 7,67 £0,02 A 6,98 +0,062%  6,45+0,06°°
35 6,99 + 0,02 °A 6,28 +0,05°8 6,44 +0,05°°

L. acidophilus (log UFC/q)

8,18 + 0,03 2 725+0,04%% 567 +0,0223°
7 8,16 + 0,03 2# 7,19+0,03%*8 560+0,02%°C
14 8,04 + 0,01 °* 7,14 +0,058 554 +0,03%°
21 7,88 + 0,02 °A 7,08 +0,05%8 553+0,03°
28 7,75 + 0,03 9# 7,06 £+0,06 8 552+0,03°
35 7,20 £ 0,05 ¢~ 7,05+0,06%% 547 +0,03°C

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcapsulas
Umidas; 3: iogurte com L. acidophilus em microcapsulas liofilizadas.

8 Para cada micro-organismo, médias com a mesma letra na linha nao diferem
significativamente entre si (p < 0,05).

ab

significativamente entre si (p < 0,05).

49

Para cada micro-organismo, médias com a mesma letra na coluna nao diferem



Observa-se nas Tabelas 5 e 6 que os tratamentos, o tempo de armazenamento,
bem como a interagdo desses dois fatores afetaram significativamente o numero de
células viaveis de S. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus. O numero de células
viaveis diminuiu ao longo do tempo, no entanto, de forma diferente para cada um dos

tratamentos.

A reducgédo do numero de células viaveis € um comportamento tipico durante o
armazenamento refrigerado do iogurte e é afetada especialmente pela pés-acidificacao
do produto (TAMIME e ROBINSON, 1999). Por outro lado, a manutencgéo da viabilidade
celular € desejada e inclusive estabelecida pela legislacdo. No caso do iogurte
tradicional, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
da Instrucdo Normativa n® 46, estabelece que a contagem total de bactérias lacticas
viaveis deve ser no minimo de 10’ UFC/g no produto final durante o periodo de validade
(BRASIL, 2007). Desta forma, pode-se observar (Tabela 6) que o numero de células
viaveis de S. thermophilus e L. bulgaricus dos iogurtes obtidos em todos os tratamentos
atende aos critérios estabelecidos pela legislacdo. O numero médio de células viaveis
de S. thermophilus e L. bulgaricus apés 35 dias de armazenamento foi,
respectivamente, 4,50 x 108 UFC/g e 9,77 x 108 UFC/g para iogurte com L. acidophilus
livre, 6,92 x 10® UFC/g e 1,91 x 10° UFC/g para iogurte com L. acidophilus em
microcapsulas Umidas e 6,46 x 10® UFC/g e 2,75 x 10° UFC/g para iogurte com
L. acidophilus em microcapsulas liofilizadas.

De um modo geral, a populagédo de células viaveis do S. thermophilus foi de 1,9
ciclos logaritmicos maior que a populacao de células viaveis de L. bulgaricus (Tabela 6).
Segundo Lourens-Hatting e Viljoen (2001), uma excessiva po6s-acidificacdo ocorre,
principalmente, devido ao crescimento incontrolavel de L. bulgaricus nas temperaturas
de refrigeracdo e em baixos valores de pH. Portanto, as industrias fabricantes de
culturas lacteas fornecem culturas tradicionais de iogurte com uma menor concentracao
de L. bulgaricus e uma maior concentracao de S. thermophilus. O resultado obtido é
semelhante ao encontrado por Pereira (2002), no qual a populacao de S. thermophilus
foi 1,5 ciclos logaritmicos maior que a populacdo de L. bulgaricus em 35 dias de

armazenamento refrigerado de iogurte tradicional.
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O numero médio de células viaveis de L. acidophilus ap6s os 35 dias de
armazenamento refrigerado foi de 1,58 x 10" UFC/g para iogurte com L. acidophilus
livre, 1,12 x 107 UFC/g para iogurte com L. acidophilus em microcapsulas Umidas e 2,94
x 10° UFC/g para iogurte com L. acidophilus em microcapsulas liofilizadas. A quantidade
minima viavel para os probiéticos deve estar situada na faixa de 10® a 10° UFC na
porcdo diaria recomendada do produto para consumo, que é de 200 g no caso do
iogurte. Desta forma, os iogurtes com L. acidophilus livre e com L. acidophilus em
microcapsulas umidas atendem ao padrao estabelecido pela legislacao ao final da vida
de prateleira apresentando contagens de 3,16 x 10°e 2,24 x 10° UFC na porcédo de 200
g de iogurte, respectivamente. Por outro lado, o iogurte com L. acidophilus em
microcapsulas liofilizadas, que desde a sua fabricacdo ndo atendeu a esse parametro
da legislacdo, apresentou contagem de 5,88 x 10” UFC na porcdo de 200 g apds o
armazenamento refrigerado de 35 dias.

Considerando a populacao inicial, observa-se na Tabela 6 que apds 35 dias de
armazenamento refrigerado houve reducao de 0,98 ciclos logaritmicos na populacao de
células viaveis de L. acidophilus no iogurte com L. acidophilus livre e de 0,20 ciclos
logaritmicos para o iogurte com L. acidophilus, tanto em microcapsulas umidas como
liofilizadas. Com base nesses dados foi possivel calcular a porcentagem de
sobrevivéncia de L. acidophilus apdés 35 dias de armazenamento refrigerado dos
iogurtes, a qual é apresentada na Figura 8. Desta forma, observa-se claramente a maior
taxa de sobrevivéncia do L. acidophilus no iogurte probiético quando encapsulado do
que quando veiculado na forma livre. A porcentagem de sobrevivéncia do micro-
organismo probio6tico foi de aproximadamente 10,46% no iogurte com L. acidophilus
livre, 62,26% no iogurte com L. acidophilus em microcapsulas Uumidas e 62,83% no
iogurte com L. acidophilus em microcapsulas liofilizadas.
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Figura 8. Porcentagem de sobrevivéncia do L. acidophilus apds 35 dias de armazenamento
refrigerado dos iogurtes probidticos.

Os resultados desse trabalho quanto a viabilidade do micro-organismo probidtico
vém a corroborar com os dados da literatura que indicam, no geral, que a
microencapsulacdo pode ser um recurso adequado para manter a viabilidade do micro-
organismo no iogurte por maior tempo. Utilizando diferentes micro-organismos, técnicas
de microencapsulacdo e materiais de parede, tais como, L. acidophilus DD910 e B.
lactis DD920 encapsulados através da técnica de emulsdao com alginato de célcio e
amido (KAILASAPATHY, 2006); L. acidophilus 2409 e B. infantis 1912 encapsulados
pela técnica de emulsdo com alginato de sodio, amido e glicerol (SULTANA et al.,
2000); L. acidophilus 547, L. casei 01 e B. bifidum ATCC 1994 encapsulados por
gelificacdo ibnica com alginato de sodio e recobrimento de quitosana (KRASAEKOOPT
et al., 2006) e B. longum B6 e B. longum ATCC 15708 encapsulados por técnica de
emulsdo com k-carragena (ADHIKARI et al., 2003), todos os autores, assim como neste
trabalho, observaram que a microencapsulacdo aumentou a viabilidade dos micro-

organismos probidticos no iogurte em maior ou menor grau.
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5.2.3.3. Avaliacao da viabilidade dos micro-organismos apos simulacao das

condi¢coes gastrointestinais

A Tabela 7 apresenta a viabilidade de L. acidophilus (log UFC/g) presente nos
iogurtes probibticos batidos durante incubacdo sequencial dos produtos em suco
gastrico artificial (SGA) pH 3,0 por 2 horas, suco intestinal artificial (SIA) pH 7,0 por 5
horas e bile 1% pH 7,0 por 5 horas.

Tabela 7. Viabilidade de L. acidophilus (log UFC/g) presente nos iogurtes
probidticos apds incubacdo sequencial dos produtos em suco
gastrico e intestinal artificial e exposicao a solucao de bile 1%.

Tratamentos™*
Incubacao Sequencial 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2)
SGA pH 3,0 0 min. 6,08 + 0,09 6,14 £ 0,08 4,25 + 0,02
60 min. 5,87 + 0,09 6,04 + 0,06 4,13 + 0,01
120 min. 5,70 £ 0,09 5,97 £ 0,09 4,07 £ 0,03
SIApH 7,0 300 min. 5,74 + 0,09 6,0 + 0,1 4,06 + 0,03
Bile 1% pH 7,0 0 min. 43+0,3 5,47 £ 0,09 4,14 + 0,03
60 min. 22+0,5 46+0,3 3,92 + 0,03
300 min. 0,8+0,3 41+0,2 3,16 + 0,01

*1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcapsulas umidas; 3:
iogurte com L. acidophilus em microcépsulas liofilizadas.

Observa-se (Tabela 7) que ap6s duas horas de exposicdo ao suco gastrico
artificial em pH 3,0, a populacéo de L. acidophilus reduziu aproximadamente 0,38 ciclos
logaritmicos no iogurte com L. acidophilus livre, 0,17 ciclos logaritmicos no iogurte com
L. acidophilus em microcdpsulas umidas e 0,18 ciclos logaritmicos no iogurte com
L. acidophilus em microcapsulas liofilizadas. Apds o pH ser ajustado para 7,0 simulando
0 suco intestinal artificial, a populacdo de L. acidophilus praticamente ndao reduziu
quando comparada com a populacdo apds duas horas de exposicao ao suco gastrico

artificial em pH 3,0.
53



Apés cinco horas de exposicdo a solugcéo de bile 1%, observou-se que houve
reducdo na populacdo de L. acidophilus de 3,5 ciclos logaritmicos no iogurte com
L. acidophilus livre, 1,37 ciclos logaritmicos no iogurte com L. acidophilus em
microcapsulas umidas e 0,98 ciclos logaritmicos no iogurte com L. acidophilus em

microcapsulas liofilizadas.

Portanto, observou-se que os iogurtes contendo L. acidophilus microencapsulado
apresentou uma maior resisténcia tanto ao suco gastrico e suco intestinal artificiais

quanto a bile.

A Tabela 8 e a Figura 9 apresentam a porcentagem de sobrevivéncia do L.
acidophilus nos iogurtes probidticos batidos apds exposicdo dos produtos a simulagéao
da passagem pelo trato gastrointestinal.

Tabela 8. Porcentagem de sobrevivéncia do L. acidophilus nos iogurtes apés
exposicdo dos produtos a simulagdo da passagem pelo trato
gastrointestinal.

Tratamentos*
Sobrevivéncia (%) 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2)
SGA e SIA/ 7 horas 45,68 68,49 65,57
Bile 1% /5 horas 0,03 5,61 10,56

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcapsulas
Umidas; 3: iogurte com L. acidophilus em microcapsulas liofilizadas.

54



70 ~

60 -

50 A

40 -

30 -

% sobrevivéncia

20 A

10 ~

e

SGA e SIA / 7Thoras bile 1% / 5horas

QL. acidophilus livre
L. acidophilus em microcapsulas Umidas
BL. acidophilus em microcapsulas liofilizadas

Figura 9. Porcentagem de sobrevivéncia do L. acidophilus nos iogurtes probiéticos apo6s
exposicao dos produtos a simulagéo da passagem pelo trato gastrointestinal.

Observa-se (Tabela 8 e Figura 9) uma maior sobrevivéncia de L. acidophilus
(68,49% € 65,57%) para os iogurtes com L. acidophilus em microcapulas Umidas e em
microcapsulas liofilizadas, respectivamente quando comparados ao iogurte com L.
acidophilus livre (45,68%) ao serem submetidos a exposicdo ao suco gastrico artificial
pH 3,0 por duas horas, seguido de exposi¢cdo ao suco intestinal artificial pH 7,0 por

cinco horas.

Pode-se observar que apds exposicao por cinco horas em solucao de bile 1%, a
sobrevivéncia de L. acidophilus na forma livre foi inferior (0,03%) quando comparada
aos iogurtes com L. acidophilus em microcapsulas umidas (5,61%) e em microcapsulas
liofilizadas (10,56%), indicando maior sobrevivéncia nos iogurtes contendo L.
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acidophilus na forma encapsulada em condicées que simulam a passagem pelo trato

gastrointestinal.

Os resultados de diversos trabalhos indicam que a microencapsulagdo pode
proteger os micro-organismos probidticos contra as condi¢des drasticas encontradas
durante a passagem pelo trato gastrointestinal. Diversos autores avaliaram a exposicao
desses micro-organismos as condicoes que simulam essa passagem, e obtiveram
melhores resultados para o0s micro-organismos na forma encapsulada quando
comparados aos micro-organismos livres (CHANDRAMOULI et al., 2004; FAVARO-
TRINDADE e GROSSO, 2000; MANDAL et al., 2006; SULTANA et al., 2000).
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6. CONCLUSOES

As microcapsulas produzidas através da combinacao das técnicas de gelificacao
ibnica e coacervacao complexa contendo Lactobacillus acidophilus apresentaram em
sua maioria forma esférica e distribuicdo de recheio por toda a matriz (micro-
organismos), indicando que durante sua producao nao se observou perda de viabilidade
do L. acidophilus.

O tempo de fermentacdo do iogurte adicionado de microcapsulas liofilizadas
contendo L. acidophilus foi maior em relagdo aos outros dois tratamentos. Um dia apds
a fabricacao, o iogurte com L. acidophilus livre apresentou menor pH do que os iogurtes
adicionados com o micro-organismo encapsulado. Com relagcdo a composicao fisico-
quimica, os iogurtes contendo microcapsulas (Umidas e liofilizadas) nao diferiram
significativamente entre si e apresentaram maior teor de proteina quando comparados

ao iogurte produzido com o L. acidophilus livre.

Os iogurtes probiéticos nos quais o L. acidophilus foi adicionado na forma
microencapsulada apresentaram menor poés-acidificacdo e maior sobrevivéncia do
micro-organismo probi6tico apds 35 dias de armazenamento quando comparados ao
iogurte com probidtico adicionado na forma livre, indicando que a microencapsulagcao

conferiu protecéo ao micro-organismo durante o armazenamento refrigerado.

O ensaio in vitro de simulagdo da passagem dos iogurtes pelo trato
gastrointestinal realizado apés 35 dias de armazenamento refrigerado indicou maior
sobrevivéncia entérica do L. acidophilus encapsulado quando comparado ao micro-
organismo livre, indicando que a microencapsulacado conferiu protecéo a viabilidade do

micro-organismo.
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Sample Name:
capsulas frescas ph 4 - Average

Sample Source & type:

Sample bulk ot ref:

MASTERSIZER

Result Analysis Report

S0P Mame:

Measured by:
Flavia

Result Source:
Averaged

Measured:

guinta-feira, 14 de cutubro de 2010 17:41:13

Analysed:

quinta-feira, 14 de outubro de 2010 17:41:15

Particle Name:

Accessory Name:

Analysis model:

Sensitivity:

Fraunhofer Hydro 20005 (A) General purpose (spherical) Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
0.000 o 0020 to 2000.000 um 1230 %
Dispersant Name: Dispersant Rl: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 0.263 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.3402 %Vol 2,146 0.659 YVolume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3.2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.0329 m3/g 182546 um 308.042  um
didg): 91.440 um d{.5): 246.855 um d{0.9): 621135 um
Particle Size Distribution
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[—capsulas frescas ph 4 - Average, quinta-feira, 14 de outubro de 2010 17:41:13
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Operator notes:

Matviern Instriments Lid.
Mahvesm, LK

Tal := +{44] (0} 1684-902456 Fax +[44] (0) 1684-892769

Mastersizar 2000 Ver. 5.60
Serial Mumibsr @ MALIDS4669
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File name: Capsula freaca - tempo rend - pH 4
Record Nimber: 4
97132000 10:44:03



Sample Name:

capsulas frescas ph 4 - 2 corrida -

Sample Source & type:

Sample bulk lot ref:

MASTERSIZER

Result Analysis Report

SOP Name:

Measured by:
Flavia

Result Source:
Averaged

Measured:

guinta-feira, 14 de outubro de 2010 17:43:34

Analysed:

qguinta-feira, 14 de outubro de 2010 17:43:35

Particle Name:

Accessory Name:

Analysis model:

Sensitivity:

Fraunhofer Hydro 20005 (A) General purpose (spherical) Mormal
Particle RI: Absorption: Size range: Chbscuration:
0.000 1] 0.020 to 2000.000 um 6.97 %
Dispersant Name: Dispersant RE: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 0263 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
01743 %ol 1.954 0601 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.0353 mlg 169.942 um 266.287 um
d{0.1):  88.502 um d{0.5): 218.728 d{0.9): 515958  um
Particle Size Distribution
8
7
= 6
o 5
5
3 4
3
2
1
0
.01 0.1 ¥ 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)
—capsulas frescas ph 4 - 2 corrida - Average, guinta-feira, 14 de outubro de 2010 17:43:34
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Operator notes:

Malvern Iestriaments Lid.
Malvern, LK

Ted i= +{44] (0 1684-852456 Fax +{44] (0) 1684-B32763

Mastersizar 2000 Ver. 5.60
Serial Number : MALLM4669
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Record Number: 8
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Sample Hame:

MASTERSIZER

Result Analysis Report

S0P Name:

capsulas frescas ph 4 - 3 corrida -

Sample Source & type:

Sample bulk lot ref:

Measured by:
Flavia
Result Source:

Measured:

guinta-feira, 14 de outubro de 2010 17:46:0%

Analysed:

quinta-feira, 14 de cutbro de 2010 17:46:10

Averaged
Particle Name: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Fraunhofer Hydre 20005 (A) General purpose (spherical) Nomal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
0.000 0 0.020 to 2000.000 um 54 %
Dispersant Mame: Dispersant Rl: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 0.336 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.1550 Vol 2.041 D.629 Yolume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.0305 mg 196.404 um 322744 um
d{0.1):  97.978 um d{ins): 264175 um d(0.8):  637.150 um
Particle Size Distribution
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Operator notes:

Malvern Instruments Lid,
Malverm, UK

Tl i= =44 (0) 1684-B82456 Fa +[44] (0) 1684-5927HS

Mastersizar 2000 Yer. 5,60
Serial Number : MALLDS4669

File name: Capsuda freacs - lempo 2200 - pH 4

Record Number: 12
L2000 10:44:03
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MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Name: SOP Mame: Measured:
capsulas frescas ph 4 - 4 corrida - quinta-feira, 14 de cutubro de 2010 17.48:17
Sample Source & type: Measured by: Analysed:
Flavia quinta-feira, 14 de outubro de 2010 17:48:19
Sample bulk lot ref: Result Source:
Averaged
Particle Name: Accessory NMame: Analysis model: Sensitivity:
Fraunhofer Hydro 20005 (A) General purpose (spherical) Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
0.000 o 0.020 to 2000000 wum 468 e
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1330 0411 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
01462 %Vol 1.964 0619 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.028 mig 214.029 um 345.799 um
did1): 109.042 um d{0.5): 28351 um df0.9): ©665.842 um
Particle Size Distribution
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Operator notes:
Malvesn Instrisments L1d. Mastessizer 2000 Ver. 5.60 File name: Capsula fresca - 1empo a0 - pH 4
Malvesrmn, UK Sefiad Number @ MAL1B44669 Recoid Nisnbes: 16
Ted 1= +[44] (0) 1684-852456 Fax +[#4] (0} 1684-532789 S{12/2000 10:44:03
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MASTERSIZER €20a»

Result Analysis Report

Sample Name: SOP Name: Measured:
LIOFILIZADAS REIDRATADAS 1 terca-feira, 11 de janeiro de 2011 09:08:49
Sample Source & type: Measured by: Analysed:
GRASIELA terca-feira, 11 de janeiro de 2011 09:08:51
Sample bulk fot ref: Result Source:
Averaged
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
Fraunhofer Hydro 20008 (A) General purpose (spherical) Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
0.000 1] 0.020 fo 2000.000 um 2350 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 1222 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
1.0337 Sa\ol 1679 0519 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3.2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
00221 g 2711767  um 408 479 um
di0.1): 144246  um d{0.5):  358.897 um d(0.9): 746.858 um
Particle Size Distribution
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Operator notes:

Mahvem [nstrisments L.
Matvesm, LK

Ted = +{44] (0) 1684-892456 Fax +[44] (0) LE84-892789

Mastessizer 2000 Ver. 5.60

Serial Numbsar | MALLIS4EES
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File name: CAPSULAS CECILIA LIOFILIZADAS REIDRATADAS

R Number: §
14/2/2011 14:49:18



Sample Name:
LIOFILIZADAS REIDRATADAS 2

Sample Source & type:

Sample bulk lot ref:

MASTERSIZER

Result Analysis Report

S0P Hame:

Measured by:
GRASIELA

Result Source:
Averaged

Measured:

terga-feira, 11 de janeiro de 2011 059:14:41

Analysed:

terga-feira, 11 de janeiro de 2011 09:14:43

Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
Fraunhofer Hydro 20005 (A) General purpose (spherical) Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
0.000 0 0.020 to 2000.000 um 5.87 Y
Dispersant Mame: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 1418 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.2608 %Vol 1.691 0.523 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.0198 milg 302494 um 441380 urm
d{0.1): 164.881 um d{0.5): 3g2.189 u d{g.g): 8§11.213 iy
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—LIOFILIZADAS REIDRATADAS 2 CORRIDA - Average, terca-feira, 11 de janeiro de 2011 09:14:41
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Operator notes:

Malvem Instruments Lid,
Matvem, UK

Tel 1= +{44) (0) 1684-BY2456 Fax, +(44] (D) 1684-892789

Mastersizar 2000 Ver. 5.60

Serial Numbsar ; MALLDS46EQ
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File name: CAPSULAS CECILIA LIOFILIZADAS REIDRATADAS
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Sample Name:
LIOFILIZADAS REIDRATADAS 3

Sample Source & type:

MASTERSIZER

Result Analysis Report

SOP Mame:

Measured by:

Measured:

terga-feira, 11 de janeiro de 2011 09:21:11

Analysed:

GRASIELA terga-feira, 11 de janeiro de 2011 D9:21:13
Sample bulk lot ref: Result Source:
Averaged
Particle Name: Accessory NMame: Analysis model: Sensitivity:
Fraunhofer Hydro 20005 (A) General purpose (spherical) Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
0.000 o 0.020 to 2000000 um 493 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1330 1.104 % Off
Concentration: Span : Uniformity: Result units:
0.2148 %Vol 15642 0.507 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.0201 malg 298152 um 425.833  um
did1): 166,326 um d{0.5):  373.423 um df0.9): 779.580 um
Particle Size Distribution
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— LIOFILIZADAS REIDRATADAS 3 CORRIDA - Average, terca-feira, 11 de janeiro de 2011 09:21:11
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Operator notes:

Malvern Instrisments L1d.
Malvem, LK

Ted i= +{44] () 1684-852456 Fax +[44] (0) 1684-BIZ7BT

Mastessizer 2000 Ver. 5.60

Serial Numibsar @ MALLD4466Q
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File name: CAPSULAS CECILIA LIOFTLIZADAS REIDRATADAS

Peond Numbsr: 12
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Sample Hame:
LIOFILIZADAS REIDRATADAS 4

Sample Source & type:

MASTERSIZER

Result Analysis Report

S0P Mame:

Measured by:

Measured:

terca-feira, 11 de janeire de 2011 05:24:27

Analysed:

GRASIELA terca-feira, 11 de janeiro de 2011 09:24:28
Sample bulk lot ref: Result Source:
Averaged
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
Fraunhofer Hydro 20005 (A) General purpose (spherical) Mormal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
0000 o 0.020 to 2000000 um 4.42 e
Dispersant Mame: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 1.228 % off
Concentration: Span : Uniformity: Resuit units:
0.1828 %ol 1.683 0.524 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
0.0212 m'g 283171 um 413005 um
di{0.1): 155,068 um d{0.5): 355.23T7 um d{0.9): T52.766 um
Particle Size Distributi
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Operator notes:

Malvern Instrsments Lid.

Mastersinar 2000 Ver. 560

File name: CAPSLILAS CECILIA LIOFILIZADAS REIDRATADAS

Record Numbsr: 16
14/273011 14:49:16
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