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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, diversos estudos com isolamento e caracterizacdo de
probidticos de diferentes fontes vem se destacando (KANG et al., 2016;
SHOKRYAZDAN et al., 2017; VERON et al., 2017). Assim como a importancia de
uma microbiota saudavel a qual atua em diversos sistemas fisiol6gicos do corpo
humano contribuido para a saudabilidade do individuo (SAAD, 2006).

Esses micro-organismos com potencial probidticos geralmente sao
pertencentes ao grupo de bactérias acido lacticas, as quais sdo consideradas
como generally recognized as safe (GRAS), ou seja, geralmente seguras para o
uso em alimentos, catalase negativa, Gram positivas, entre outras caracteristicas.
Dentre este grupo encontra-se o Pediococcus pentosaceus o qual apresenta
formato de cocos, é imodvel, ndo formador de esporos e utilizado como cultura
starter na industria lactea (PORTO et al., 2017).

Visando o melhoramento e a potencializacdo dos efeitos benéficos dos
probiéticos, surge a microencapsulacdo, como uma alternativa de protecdo para
esses micro-organismos, aumentando seu tempo de armazenamento,
melhorando e possibilitando sua aplicacdo em diferentes alimentos, propiciando
resisténcia ao tratamento térmico, tolerancia a passagem pelo trato gastrintestinal
entre outros beneficios. (BAMPI et al., 2016; ECKERT et al., 2017; GODERSKA,
2012) Uma das técnicas mais empregadas para tais resultados é a secagem por
atomizacdo, ou spray drying, que consiste na rapida desidratacdo do material
encapsulante com temperaturas elevadas, formando microcapsulas (PINTO et al.,
2015).

Diferentes materiais encapsulantes tem sido utilizados, dentre eles alguns
prebioticos, gomas e residuos industriais, como por exemplo o soro de queijo
(ECKERT et al., 2018; MACIEL et al., 2014)

Para validacdo destes estudos e acompanhamento destas microcapsulas
aos testes submetidos, € necessario promover seu rompimento a fim de obter a
contagem de células viaveis do micro-organismo encapsulado. Para tal os
trabalhos relatados na literatura utilizam o tampé&o salina-fosfato (PBS) de 100
mM, chamado de tampéo de rompimento de microcapsulas por alguns autores.
Na literatura sdo demonstrados diferentes tesmpo de rompimento por este
meétodo, mas de forma geral sdo periodos curtos com sucesso na ruptura das
microcapsulas (PINTO et al., 2015; WANG et al., 2016).

Partindo do exposto acima, o objetivo deste estudo foi avaliar as condicdes
de rompimento de diferentes microcdpsulas contendo Pediococcus pentosaceus-
P107 obtidas pela técnica de spray drying.
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2. METODOLOGIA
2.1 Estirpe bacteriana e condi¢cdes de cultivo

Para otimizacdo do crescimento celular, Pediococcus pentosaceus-P107
(P. pentosaceus-P107) foi previamente cultivado em soro de queijo (Relat -
Estacdo, RS, Brasil) reconstituido a 6% e pasteurizado & 65 °C por 30 minutos. O
in6culo foi adicionado numa concentracdo de 3% para reativacdo em agitador
orbital (CERTOMAT BS-1, Germany) a 37 °C, 180 rpm por 16 horas, e apos foi
cultivado em biorreator de bancada (BIOSTAT B -New Brunswik, EUA), overnight,
a 37 °C e 100 rpm, sendo que ambos cultivos foram realizados sob anaerobiose.

Ao final do processo de cultivo as células de P. pentosaceus — P107 foram
centrifugadas a 2370 g por 10 min a 4 °C e o pellet foi lavado em tamp&o PBS (10
mM, pH 7,0).

2.2. Producédo das microcapsulas

Trés materiais encapsulantes foram preparados: soro de gueijo e aerosil soro
de queijo associado a pectina e aerosil (SQP) e soro de queijo mais goma
xantana e aerosil (SQX).. Ambos materiais foram pasteurizados a 65 °C por 30
minutos. Apds o preparo das solucdo encapsulantes o pellet de P. pentosaceus —
P107 foi acrescentado e mantido sob agitacdo magnética até o0 momento no qual
foram submetidas ao processo de secagem utilizando spray dryer (LabMaq —
MSDi 1.0, Sédo Paulo, SP, Brasil). Os parametros utilizados foram 100 °C de
temperatura de entrada, 68 °C de temperatura de saida, com fluxo de alimentacédo
de 0,25 L ht e fluxo de ar de secagem 3,00 m3 mint. O produto final seco foi
coletado em frascos estéreis e armazenado em diferentes temperaturas. O
processo de encapsulacdo e subsequentes analises foram realizadas em
triplicata. Foram obtidas particulas em tamanho micrométrico.

2.3 Teste de rompimento das microcapsulas

Para determinar o rompimento das microcapsulas duas solucées foram
utilizadas, o tampéo PBS (100 mM, pH 7,4) e solucéo salina 0,5% (m v!) pH 2,5
contendo 3 mg mL?! de pepsina. Para tal, 0,01 g de cada microcapsula foi
ressuspensa em 1 mL das solucdes, agitadas em vortex e mantidas em agitador
orbital a 150 rpm a 37 °C nos tempos de 30, 60 e 120 min. A contagem das
células viaveis foi determinada por diluicdo seriada em agua peptonada 0,15% (m
vl) e aliquotas dessas diluicdes foram plaqueadas em agar MRS (de Man,
Rogosa and Sharpe), incubadas a 37 °C por 48 h em jarras de anaerobiose e a
concentracdo das células viaveis foi expressa log UFC g2.

2.4 Andlise Estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), usando o
software GraphPad 7.0, seguida pelo teste de Tukey para comparacdo das
meédias, com nivel de significancia de 5%, quando encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata e os dados expressos como média + desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Conforme € possivel observar na Tabela 1 para a microcapsula de soro de

queijo (SQ) ndo ha diferenca significativa entre os tempos quando avaliado o
rompimento com tampao PBS 100 mM, pH 7,4 (PBS) e solucédo salina 0,5% pH
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2,5 e pepsina 3 mg mL? (Solucdo acida) quando analisados isoladamente. Mas
quando comparados o rompimento em PBS se mostra significativo em relacdo a
solucdo A&cida, visto que a concentracdo celular é maior (12,85 Log UFC),
possivelmente pela maior exposicdo do micro-organismo. O estudo de ECKERT
et al., (2017) produziu microcapsulas de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 com
soro de queijo, utilizando tampao PBS 100 mM para rompimento no tempo de 15
minutos, assim como DE CASTRO-CISLAGHI et al., (2012) que utilizou 0 mesmo
método por 10 minutos. Pode-se inferir que a capsula do presente estudo
resistente a mesma condicdo, possivelmente em virtude do material
encapsulante, aos parametros do equipamento de secagem ou até mesmo
interferéncia do micro-organismo utilizado.

Para microcipsula de soro de queijo e pectina (SQP) o tampéo PBS nao foi
capaz de expor as células de P. pentosaceus -P107 em 120 minutos de andlise.
Porém quando em contato com a solucdo acida no tempo de 30 minutos se
mostrou eficiente para o rompimento e exposi¢cdo do micro-organismo, ao passo
gue os demais pontos se mantiveram iguais ou em menor densidade celular (13
Log UFC1). Na literatura é possivel observar que microcapsulas envolvendo
pectina e soro como material encapsulante como é o caso do estudo de GEREZ
et al., (2012) foi rompida com uma solucao de citrato a 2% por 15 minutos, o qual
também usou uma solugéo diferente de tamp&o PBS para realizar o rompimento
de microcapsulas como pectina associada ao soro de leite.

Quando analisada a microcapsula de soro de queijo associado a goma
xantana o rompimento desta em PBS mostrou diferenca significativa entre os
tempos avaliados, aumentando a contagem celular conforme o decorrer do tempo
de exposicao. Ao contrario da solucéo acida na qual ao passar do tempo ha uma
diminuicdo da contagem celular de P. pentosaceus-P107. Na literatura ndo é
encontrado trabalhos que utilizem esta goma para microencapsulacdo de
probiéticos por spray drying, mas o estudo de CASTRO-CISLAGHI; FRITZEN-
FREIRE; SANT’ANNA, (2012) que produziu microcépsula de Bifidobacterium Bb-
12, com soro de leite e goma arabica por spray drying utilizou para enumeracao o
tampéo PBS de 100 mM por 10 minutos, diferindo do presente estudo no qual a
solucdo acida promoveu uma melhor ruptura das microcapsulas de soro de queijo
e goma xantana.

Tabela 1. Teste de rompimento das microcdpsulas utilizando diferentes solugdes
e tempos de andlise. Os dados foram expresso em log UFC g.

Tempo Tampéo PBS 100 mM pH 7,4 Solucéo salina 0,5% pH 2,5 e pepsina 3 mg
(min) mL*?
log UFC g
SQ SQP SQX SQ SQP SQX
30 12,85 (0,34)>* 0,00 (0,00) 7,09(0,13)*8 8,92 (0,07)*® 13,63 (0,15)* 13,00 (0,00)2*
60 12,69 (0,10)>* 0,00 (0,00) 8,15(0,15)*8 8,76 (0,26)*® 9,15 (0,15)> 11,58 (0,51)°>*

120 11,87 (0,67)>* 0,00 (0,00) 9,15(0,15)*8 9,50 (0,64)*8 9,00 (0,00)" 12,77 (0,68)2bA

Os resultados representam a média (desvios padréo), n=3. #¢ Médias com letras
minusculas sobrescritas diferentes na mesma coluna representam diferenca
estatistica (p <0,05). #B Médias com letras mailsculas sobrescritas diferentes na
mesma linha referente a mesma amostra representam diferenca estatistica (p
<0,05).
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4. CONCLUSOES

Conclui-se que pelo processo de microencapsulacdo empregado neste
trabalho foi capaz de produzir trés microcapsulas de P. Pentosaceus-P107 com
caracteristicas diferentes de rompimento, algumas nédo sugeridas na litetatura até
0 presente momento, demonstrando a caracteristica insolivel de duas amostras
analisadas (SQP e SQX). Estas teriam grande potencial na industria alimenticia,
visto a capacidade de resistir as condicdes adversas e expor suas ceélulas
somente mediante a condi¢des acidas e enzimaticas, as quais mimetizam o trato
gastrico humano.
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