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1. INTRODUCAO

Lactococcus lactis € uma bactéria acido latica, Gram-positiva comumente
associada aos processos de fermentacdo de produtos lacteos, como queijo,
logurte, chucrute e similares. Esse micro-organismo tem a capacidade de produzir
acido para a preservacao dos alimentos e conferir sabor a eles. Além de suas
propriedades fermentativas, Lactococcus lactis apresenta caracteristicas
probioticas, ja descritas em outros estudos, que auxiliam no combate a doencas
referentes ao intestino, como inflamacdes e constipacdo (JASKULSKI, 2018;
NURYSHEV et al. 2016).

Devido aos seus efeitos benéficos, a aplicabilidade de probidticos em
alimentos tem sido uma alternativa na manutencdo e melhoramento da microbiota
intestinal. Entretanto, ainda existem diversos problemas relacionados a
preservacao e resisténcia das culturas probidticas nesses alimentos. Dentre os
fatores que corroboram para a alteracéo na estabilidade das bactérias, estdo o pH,
a temperatura de armazenamento e a concentracao de acido latico e acético (ANAL
et al, 2007).

Nesse contexto, a técnica de microencapsulacdo de probidticos tem sido
empregada com o intuito de aumentar a Vviabilidade celular durante o
processamento e utilizacdo em produtos comerciais, além de proporcionar uma
liberacdo controlada das bactérias no trato gastrointestinal (SIMEONI et al, 2014).
Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a viabilidade de Lactococcus lactis subsp.
lactis R7 (L. lactis-R7) livre e microencapsulado aplicado em leite integral e suco de
mirtilo durante o armazenamento sob refrigeracao.

2. METODOLOGIA

2.1 Condic¢des de cultivo

O cultivo anaerobio de L. lactis-R7 (GenBank: KF879126) foi realizado em
duas etapas utilizando meio de cultivo soro de queijo (Relat - Estacéo, RS, Brasil)
reconstituido em agua destilada estéril a 6% (m.v!) e pasteurizado (65 °C, 30 min).
O in6culo foi preparado partindo-se de uma coldnia reativada em soro de queijo e
incubada em agitador orbital (150 rpm, 37 °C, 16 h). A fermentacé&o foi conduzida
em biorreator de bancada (cuba de 2 L) contendo 2 L de meio de cultivo e 3% de
inéeulo (37 °C, 16 h, 100 rpm). Apds obter densidade celular de 10?2 UFC.mL%, as
células foram centrifugadas (2370 x g, 10 min, 4 °C) e o pellet lavado com PBS 1
X, ressuspendido em 100 mL de PBS, com concentracéao final de 13 log, mantido
sob refrigeracéo a 4 °C.
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2.2 Producao de microcapsula de L. lactis-R7 por Spray Drying

A solucao encapsulante utilizada foi composta de soro de queijo, inulina e
aerosil. O processo de secagem foi realizado em spray dryer (LabMaqg — MSDi 1.0,
Séao Paulo, SP, Brasil) a 100 °C (temperatura de entrada), 68 °C (temperatura de
saida), fluxo de alimentagéo de 0,25 L.h! e fluxo de ar de secagem 3,00 m3.min-2.
O produto final de tamanho micrométrico foi coletado em frascos estéreis e
armazenado. A microencapsulacao e as analises foram realizadas em triplicata.

2.3 Preparo das matrizes alimentares

No preparo do suco de mirtilo utilizou-se 170 g de polpa comercial diluido
em 330 mL de agua destilada estéril adicionado de 1% de sacarose. O preparo do
leite deu-se pela reconstituicdo de leite em pd a 10% m.v%. As matrizes alimentares
foram pasteurizadas (65 °C, 30 min), acondicionadas em frascos (100 mL) e
armazenadas a 4 °C por 30 dias.

2.4 Adicao de L. lactis-R7 livre e microencapsulado na matriz alimentar

Para adicao da bactéria livre, utilizou-se 2 mL de indculo, que foi centrifugado
por 5 min a 3000 rpm, lavado com tampéao PBS 10mM, submetidas a uma nova
centrifugacéo e o sobrenadante descartado. Em seguida, adicionado ao suco de
mirtilo e ao leite em po reconstituido. O L. lactis-R7 microencapsulado foi
adicionado na proporcédo de 1 g para cada 100 mL de matriz conforme preconizado
pela Food and Agriculture Organization of the United Nations (2002).

2.6 Andlise de viabilidade e pH durante o armazenamento

Aliguotas foram retiradas nos periodos de armazenamento a cada 7 dias nas
quais foi medido o pH e a concentracdo microbiana realizada por diluicdo seriada
e plagueamento em meio agar MRS (37 °C, 48 h) sob anaerobiose.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade de L. lactis - R7 livre e microencapsulado em leite apresentou
concentragdo de 7,78 e de 8,67 Log UFC.mL™, respectivamente, apés 30 dias de
armazenamento, conforme Figura la. Para o suco de mirtilo (Figura 1b) a
viabilidade somente foi observada até o dia 7, com concentracbes de 6,77 Log
UFC.mL para livre e 8 Log UFC.mL! para microencapsulado. Independentemente
da matriz alimentar, o Ultimo dia analisado apresentou maior viabilidade nas células
microencapsuladas em relagéo as livres.

A reducdo de 2 Log UFC.mL* de L. lactis - R7 livre e crescimento de 0,67
Log UFC.mL* do probiético microencapsulado foi observada ao final de 30 dias de
armazenamento em leite. Tal comportamento € esperado, conforme relatado por
Ozer et al. (2009) que aplicaram Bifidobacterium bifidum livre e microencapsulado
em matriz lactea por 90 dias de armazenamento.

Molina et al. (2013) pesquisaram o comportamento de Lactobacillus casei
livre e microencapsulado em suco de goiaba, observando reducéo de 5,01 Log
UFC.mL?! e de 1,27 Log UFC.mL?, respectivamente, em 7 dias. Tal resultado
assemelha-se aos obtidos no presente trabalho, cujo L. lactis-R7 livre diminuiu 2,83
Log UFC.mL? e o microencapsulado 1 Log UFC.mL? (Figura 1b), no mesmo
periodo.
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Figura 1. Concentracao celular de Lactococcus lactis cepa R7 livre e
microencapsulado nas matrizes alimentares (leite e suco de mirtilo) por 30 dias.
LL — L. lactis livre em leite. LM — L. lactis microencapsulado em leite; ML — L. lactis
livre no suco de mirtilo; MM — L. lactis microencapsulado no suco de mirtilo;

Comparando o pH inicial e final das matrizes alimentares utilizadas, a lactea
apresentou maior declinio de pH em comparac¢éo ao suco de mirtilo. Dentro de cada
matriz alimentas, o micro-organismo microencapsulado proporcionou menor
reducéo no valor do pH (Figura 2). E possivel observar uma leve acidificacéo da
célula livre e microencapsulada na matriz lactea, onde o pH da matriz com L. lactis
livre passou de 6,45 no dia 0 para 5,05 no final de 30 dias e de 6,53 para 5,41 no
mesmo periodo na matriz com o probidtico microencapsulado (Figura 2a).
Enquanto o pH do suco de mirtilo ndo apresentou alteracéo tanto com a célula livre
quanto microencapsulada (Figura 2b).
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Figura 2. Variacao do pH nas matrizes alimentares contendo Lactococcus lactis
cepa R7 livre e microencapsulado por 30 dias. LL — L. lactis livre em leite; LM — L.
lactis microencapsulado em leite; ML — L. lactis livre no suco de mirtilo; MM — L.
lactis microencapsulado no suco de mirtilo;

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a microencapsulacao foi eficiente na protecédo de L.
lactis-R7 quando inserido em uma matriz alimentar lactea, tendo em vista que ao
final de 30 dias houve maior concentracdo de células viaveis quando comparado
as células livres. Para a matriz alimentar 4cida, ap0s 7 dias ocorreu o rompimento
da microcapsula e consequente declinio de viabilidade.
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