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RESUMO

Buscou-se neste estudo investigar o efeito dos processos de microencapsulacdo na
viabilidade e funcionalidade de Bifidobacterium longum subsp. longum 5. Foram
produzidas, pela técnica de emulsificacdo, microcdpsulas de alginato com amido
resistente e alginato com quitosana e, pela técnica de spray drying, microcapsulas usando
leite desnatado em po reconstituido como matriz. As microcapsulas foram caracterizadas
por Microscopia de Forca Atdmica e Microscopia Eletrbnica de Transmissdo e a
viabilidade das células microencapsuladas foi determinada por contagem em meio sélido
durante 8 tempos do armazenamento (-20 °C / 90 dias) e a funcionalidade determinada
diante de condi¢cbes simuladas do trato gastrintestinal. Foram também analisadas as
injarias celulares utilizando fluorescéncia de dois marcadores seguido de citometria de
fluxo e avaliada a hidrofobicidade das células microencapsuladas por spray drying. E foi
determinada a viabilidade das células livres e microencapsuladas por spray drying
incorporadas em farinha de aveia durante 90 dias a 5 °C. Os resultados indicaram a
variabilidade no tamanho das microcapsulas, porém todas foram menores que 200 um de
didmetro, sendo que as de spray drying foram menores (aproximadamente 17 pm).
Durante estocagem (90 dias /-20°C), B. longum 5'* manteve-se acima de 7,51 + 0,25 log
UFC g* em todas as microcapsulas avaliadas. No entanto, apenas as microcapsulas
feitas por spray drying mantiveram alta taxa de sobrevivéncia das células diante das
condi¢bes simuladas do trato gastrintestinal, além de garantir a recuperacdo do perfil de
hidrofobicidade durante o armazenamento. A andlise de microestrutura indicou que
capsulas obtidas por spray drying a superficie € mais uniforme e com raras células sem
recobrimento pelo material da matriz. Além disso, a citometria de fluxo demonstrou que a
microencapsulacdo por spray drying mantem a maior parte das células intactas e sem
injurias apO0s a secagem e que o método de contagem em meio solido apresenta
limitacbes para determinar a viabilidade celular, indicando que células injuriadas
apresentam crescimento em agar. Concluiu-se que, as microcapsulas produzidas por
spray drying sdo adequadas para serem adicionadas em farinha de aveia e que as células

se mantem estaveis neste produto durante os 90 dias de armazenamento avaliados.

Palavras-chave: Microscopia; probiético; viabilidade celular, spray drying; citometria de
fluxo; hidrofobicidade.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of microencapsulation on the viability
and functionality of Bifidobacterium longum subsp. longum 5. For this purpose,
microcapsules of alginate with resistant starch and alginate with chitosan were prepared
by emulsification technique and, by spray drying technique, microcapsules were prepared
using powdered skim milk reconstituted as matrix. The microcapsules were characterized
by Atomic Force Microscopy and Transmission Electron Microscopy and the viability of
microencapsulated cells was determined by plate count during 8 times of storage (-20 ° C /
90 days) and under simulated conditions of the gastrointestinal tract. Cellular injuries were
also analyzed using fluorescence of two probes followed by flow cytometry and the
hydrophobicity of microencapsulated cells by spray drying was evaluated. And, finally, the
viability of the free and encapsulated cells in oatmeal was determined for 90 days at 4° C.
The results indicated the size variability of the microcapsules, all were less than 200 um,
and the spray dried ones were the smallest, with approximately 17 ym. During storage (90
days/ -20°C), B. longum 5™ remained above 7,51 + 0,25 log CFU g™ in all microcapsules
evaluated. However, only the microcapsules made by spray drying ensured viability under
simulated gastrointestinal conditions and also ensured the recovery of hydrophobicity
during storage. Furthermore, the microstructure analysis indicated that in these capsules
the surface is homogeneous and with rare cells without coating by the matrix material. In
addition, flow cytometry has demonstrated that spray drying microencapsulation keeps
most cells intact and uninjured after drying and showed the limitation of plate count
method to assess cell viability, indicating that even when injured the bacterial cells grow in
culture medium. It was finally obtained that the microcapsules produced by spray drying
are suitable to be added in oatmeal and that the cells remain stable in this product during

the evaluated 90 days of storage.

Keywords: Microscopy; probiotic; cell viability, spray drying; flow cytometry;
hydrophobicity.
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1 INTRODUCAO

Probibticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). No entanto, o
sucesso na sobrevivéncia dessas bactérias no intestino humano através da alimentacao
adequada € um desafio, devido ao ambiente desfavoravel encontrado pelos probio6ticos
durante o processamento, armazenamento e transito gastrintestinal, causando perda na

viabilidade celular.

A sobrevivéncia em concentragdes suficientes durante a estocagem e a passagem pelo
trato gastrintestinal sdo os maiores desafios para a manutencdo da viabilidade dessas
bactérias (ANNAN et al., 2008). Neste contexto, a microencapsulacdo tem sido
frequentemente estudada com objetivo de proteger os micro-organismos probioticos
contra a degradacao fisioldégica (meio &cido e sais biliares) e do meio ambiente (presenca
de oxigénio) (TRIPATHI & GIRI, 2014), manutencdo da viabilidade da bactéria durante
toda a vida util do produto e liberar de forma controlada no sitio de acdo do micro-
organismo (FAVARO-TRINDADE; HEINEMANN & PEDROSO, 2011).

A técnica de microencapsulacdo €, de modo geral, definida como o processo de
revestimento de particulas muito pequenas possibilitando a utilizacdo destas em ampla
variedade de formas e produtos. Na area de alimentos tem sido uma alternativa viavel
para resolver os problemas de instabilidade e inviabilidade de probiéticos (SULTANA et
al., 2000; FAVARO-TRINDADE & GROSSO, 2002). No entanto, a microencapsulacéo
pode afetar a viabilidade das células (RATHORE et al., 2013) e um numero limitado de
estudos tem monitorado possiveis injlurias ao probidtico induzidas pelo estresse dos
processos de microencapsulacdo, havendo necessidade de mais trabalhos nesta area.
Assim, o controle da viabilidade celular deve ser complementado pelo estudo da
funcionalidade para avaliar a preservacdo dos efeitos benéficos dos probibticos
(VINDEROLA et al., 2011; IACONELLI et al., 2015). Além disso, a citometria de fluxo pode
colaborar na discriminacdo de estados fisiologicos celulares adicionais, como a injuria
celular, e no estudo da funcionalidade da linhagem (TRACY, GAIDA & PAPOUTSAKIS,

2010), além de ser uma técnica sensivel e rapida para analises de rotina.

Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a influéncia de diferentes matrizes e técnicas
de microencapsulacdo de Bifidobacterium longum subsp. longum 5'* em dois parametros

de viabilidade (enumeracdo em meio sélido e injaria celular avaliada por citometria de
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fluxo) e dois pardmetros de funcionalidade (tolerdncia as condi¢cdes simuladas do

gastrintestinal (TGI) e hidrofobicidade da superficie celular de B. longum 5

), de modo a
tornar 0 micro-organismo estavel para ser incorporado em um produto final, que neste

estudo foram avaliados a bebida lactea fermentada, o leite puro e a farinha de aveia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Probiéticos

Os probidticos séo definidos como micro-organismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).
N&o se conhecem probibticos capazes de se multiplicar e colonizar o trato digestivo do
adulto, mesmo apds sua ingestao prolongada, uma vez que a microbiota residente ainda
gue desequilibrada, impede essa colonizacdo (NICOLI & VIEIRA, 2004). Portanto, a
ingestao diaria de probidtico em quantidade adequada é indispensavel para manter niveis
adequados do micro-organismo no ecossistema digestivo, permitindo que ele desenvolva
o efeito benéfico desejado (MARTIN et al., 2005).

E necesséaria uma contagem minima de probidticos viaveis até ao momento do consumo
para conferir beneficios para a satude. Em geral, a industria de alimentos adota o nivel
minimo de 10° UFC g™ ou mL™, no produto, recomendado na literatura para exercer seus
efeitos benéficos (TRIPATHI & GIRI, 2014). Ou, de acordo com a ANVISA (2008), em que
a quantidade minima viavel deve estar entre 10° a 10° UFC na recomendac&o diaria do
produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante. Ja para Vinderola et
al., (2000) o consumo de 102 -10* UFC/dia é o recomendavel para alcancar os beneficios

propostos pelos micro-organismos probioticos.

Apesar de algumas definicdes de probioticos focarem a importancia de sua viabilidade,
alguns trabalhos sugerem que micro-organismos nao viaveis ou seus componentes
podem exercer também algum efeito benéfico (PENNER et al., 2005; KATARIA et al.,
2009, SOUZA et al.,, 2012). Kataria (2011) afirma que os beneficios a saude pelo
consumo de micro-organismos probidticos podem ser alcancados sem estar associado ao
consumo do micro-organismo vivo. Tal fato foi observado por Souza et al. (2012) ao
avaliar a viabilidade de Bifidobacterium longum subsp. longum 5 em leites fermentados
com diferentes culturas iniciadoras, e a capacidade da linhagem em proteger
camundongos contra infec¢ao por Salmonella enterica ssp. enterica sorovar Typhimurium.
A linhagem probiédtica perdeu a viabilidade (< 5 log UFC mL™) durante armazenamento
refrigerado (5 °C / 28 dias), porém os leites fermentados contendo B. longum 5 foram
efetivos contra infecgdo por Salmonella. Também no trabalho de Vieira et al. (2016) foi

observado que o tratamento de camundongos com B. longum 5 inativada (células na
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fase log de crescimento foram mantidas em banho maria a 70°C por 20 minutos) reduziu
0 numero de células inflamatérias 72 horas apés a infeccdo por Klebsiella pneumoniae.

Culturas comerciais empregadas como probioticos incluem principalmente linhagens de
Lactobacillus ssp. e Bifidobacterium ssp. (VASILJEVIC & SHAH, 2008). Uma condicao
essencial para selecionar uma linhagem com potencial probiético € sua habilidade de
sobreviver ao transito no estdtmago e no intestino delgado e de tolerar a acidez e sais
biliares ali presentes (CHATERIS et al., 1998).

Outra condicdo essencial para probioticos € que tenham capacidade de aderir & mucosa
intestinal. A adesao as células epiteliais € o primeiro passo da colonizacdo (mesmo que
temporaria) de um micro-organismo, pois modula o sistema imune intestinal devido ao
contato do probidtico com o tecido linfoide associado ao intestino e pode impedir a adesao
de patégenos (LIONG, 2007; VASILEVIC & SHAH, 2008; GUGLIELMETTI et al., 2009).
Envolve um processo complexo, incluindo interacdes entre receptores nao especificos e
especificos (GARCIA-CAYUELA et al., 2014) e geralmente esta relacionada as
caracteristicas da superficie celular (BIBILONI et al. 2001; CANZI et al., 2005). Fatores,
tais como as proteinas, glicoproteinas e acidos teicoico e lipoteicoico presentes na
superficie da parede celular das bactérias estdo envolvidos na capacidade de adeséao
(RAMIAH et al., 2008). Sabe-se que danos celulares devido ao calor e estresse osmaotico
durante o spray drying podem ocorrer (BOZA, BARBIN, & SCAMPARINI, 2004), e que a
desidratacdo celular pode ter consequéncias graves para os fosfolipidios da membrana,
como a fuséo e transformacéo de cristal liquido de acidos graxos em uma fase de gel
(CROWE et al., 1987).

A capacidade de aderir ao célon € considerada um pré-requisito indispensavel as
linhagens probidticas para que estas exercam seus efeitos benéficos a saude
(PEDERSEN & TANNOCK 1989). Porém, os processos de secagem, 0 stress osmaotico
durante a desidratacdo, podem causar danos celulares (BOZA, BARBIN, & SCAMPARINI,
2004) e afetar a funcionalidade do micro-organismo, alterando sua capacidade de aderir a

parede intestinal.

Contudo, estudos in vivo para avaliar a adeséo bacteriana ndo sdo faceis de realizar,
enquanto que estudos in vitro, com base principalmente na utilizacdo de enterdcitos do
tipo células Caco-2 humanas (FOGH et al., 1977), sdo caros e demorados. Porém, varios

autores descreveram uma boa correlagdo entre a capacidade de adesdo e a
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hidrofobicidade da superficie celular (DEL RE et al., 2000). E essa hidrofobicidade da
superficie celular pode ser medida com precisao através da determinacdo da adeséo de
bactérias a hidrocarbonetos (hexadecano, octano e xileno) (PAN et al., 2006; RAHMAN et
al., 2008).

2.2 Género Bifidobacterium

O género pertence ao Filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria, Ordem Bifidobacteriales
e Familia Bifidobacteriaceae. A maioria das espécies foi isolada principalmente do trato
digestivo de mamiferos (LEAHY et al., 2005). S&o conhecidas aproximadamente 30
espécies pertencentes ao género Bifidobacterium, sendo pelo menos 11 destas de origem
humana: B. adolescentis, B.angulatum, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. dentium,
B. gallicum, B. infantis, B.longum, B. pseudocatenulatum, e B. scardovii (MEILE et al.,
2008).

Bactérias do género Bifidobacterium sdo bastonetes Gram-positivos, anaerdbios
obrigatérios, ndo formadores de esporos e imoveis (GOMES & MALCATA,1999). Sua
morfologia celular é variavel, podendo se apresentar no formato de V e Y, e o tamanho
das células é de aproximadamente 5 um de comprimento. Fermentam diversos acucares
(glicose, galactose, lactose e frutose) produzindo acido acético e lactico sem a geracéo de
gas carbbnico, com pH 6timo de crescimento entre 6 e 7 e a temperatura 6tima entre 37 e
41 °C (GOMES & MALCATA,1999). Teoricamente, a propor¢cao de acido acético e acido
lactico produzidos por bifidobacteria € de 3:2. Porém, durante crescimento de B. longum
BLO4 ap6s 24 horas de fermentacdo em extrato hidrossollivel de soja, Bernal (2004)
detectou por cromatografia maior producdo de &cido lactico do que acido acético, dando
uma taxa de &acido lactico/acido acético >1. As bifidobactérias produzem a enzima
frutose-6-fosfato fosfoquetolase, que quebra frutose-6-fosfato em acetil-1-fosfato e
eritrose-4-fosfato. Esta enzima é utilizada como uma ferramenta na identificagcdo do
género, apesar de ndo permitir a distincdo no nivel de espécie (VASILJEVIC & SHAH,
2008).

Bactérias desse género sdo mais frequentemente empregadas como suplementos
probidticos para alimentos, uma vez que elas tém sido isoladas do trato gastrintestinal do
humano saudavel. Pode-se afirmar que, uma linhagem probiética ira desempenhar melhor
seu efeito benéfico quando estiver em ambiente similar ao qual foi isolado, visto que é

geralmente hospedeiro-especifica (SAARELA et al., 2000).
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A linhagem do presente estudo (Bifidobacterium longum subsp. longum 5™) foi isolada de
fezes de criancas sadias e identificada por testes morfotintoriais, respiratérios e
bioquimicos, seguidos de PCR-Multiplex e faz parte da colecdo de culturas do Laboratério
de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos,
indicando seu potencial probiotico. Guerra et al. (2011), utilizando um iogurte probidtico
com leite de cabra suplementado com B. longum 5, desenvolvido por MAZOCHI (2009),
observaram a sua efetividade no tratamento da constipagao funcional em criangas, num
ensaio clinico duplo-cego, randomizado e controlado com férmula. Souza et al. (2012) por
sua vez, ao tentarem aumentar a viabilidade de B. longum 5 em leites fermentados
variaram a cultura iniciadora, o teor de sélidos e a temperatura de fermentacdo. Estes
autores obtiveram melhor viabilidade nos leites fermentados com maior teor de solidos
(14%) e nas temperaturas de fermentagéo proximas de 37 °C, indicando que estes fatores
juntos podem ser variaveis tecnoldgicas a serem trabalhadas a fim de otimizar a
sobrevivéncia de bifidobactéria. No entanto, o tempo de viabilidade de B. longum 5 foi
inferior a sete dias em todas as formulacfes testadas com diferentes culturas iniciadoras
e a maior acidificacdo foi observada nos leites fermentados com a cultura iniciadora
comercial YF-L812 e 903 (Christian Hansen, Dinamarca), compostas de Lactobacillus

bulgaricus e Streptococcus thermophilus.

Também reduziu a resposta inflamatéria num modelo experimental murino de gota,
sugerindo que pode ser util como tratamento adjuvante em pacientes com gota, sendo
capaz de modular a resposta inflamatoria mesmo para além do intestino (VIEIRA et al.,
2015). Além disso, esta linhagem bacteriana reduziu a carga parasitaria em animais
infectados com Giardia lamblia, sugerindo um aumento na produ¢cdo de muco como um
dos mecanismos utilizados pelo probidtico para reduzir a carga parasitaria (FONSECA,
2015). B. longum 5™ também demonstrou protecdo contra infeccdo pulmonar em
camundongos infectados por Klebsiella pneumoniae, através da ativacdo da imunidade
inata dos camundongos, facilitando assim a depuracdo bacteriana do patégeno (VIEIRA
et al., 2016).

Diante das evidéncias cientificas que comprovam o potencial probiético de B. longum 5
torna-se desejavel o desenvolvimento de um produto contendo o micro-organismo, de
forma a disponibilizd-lo para o consumo. Porém, produtos a base de micro-organismos

benéficos podem perder algumas propriedades probidticas apdés o0 processamento,
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tornando-se necessario o controle da viabilidade celular no produto, complementado pelo
estudo da funcionalidade para avaliar a preservacao dos efeitos benéficos dos probioticos
(IACONELLI et al., 2015).

2.3 Produtos probioticos

Entre os alimentos probidticos disponiveis no mercado, os produtos lacteos fermentados e
ndo fermentados sdo ainda os mais consumidos, sendo que as linhagens probitticas mais
comuns adicionadas aos alimentos sao pertencentes a varias espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium (DE PRISCO & MAURIELLO, 2016).

No entanto, diversos fatores durante a producdo, processamento e armazenamento de
alimentos contendo probioticos podem influenciar sua viabilidade.
Os fatores identificados incluem parametros do alimento (pH, acidez, oxigénio, atividade
da agua, presenca de sal, acucar e produtos quimicos como peroxido de hidrogénio,
bacteriocinas, aromatizantes artificiais e corantes); do processamento (tratamento
térmico, temperatura de incubacdo, taxa de aquecimento do produto, material de
embalagem, métodos de armazenamento e escala de producdo); e parametros
microbiolégicos (linhagens de probidticos, taxa e proporcédo de inoculacao) (TRIPATHY &
GIRI, 2014).

Nos produtos lacteos probiéticos, a formacéo de acido lactico em produtos fermentados é
desejavel, pois este € um conservante natural, o que torna o produto biologicamente
seguro, além de favorecer a digestibilidade dos componentes do leite (OLIVEIRA, 2006).
A acidez exerce grande influéncia sobre os atributos de qualidade dos produtos lacteos
fermentados e é um dos fatores que limita sua aceitacdo (THAMER & PENA, 2006). No
entanto, o pH interfere na viabilidade da microbiota probidtica em leites fermentados. Com
o decréscimo deste, ocorre uma reducdo nas contagens de células viaveis de L.
acidophilus e Bifidobacterium durante a estocagem refrigerada de iogurtes (VINDEROLA,
2000).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2008) estabelece que para um
produto probiético apresentar a alegacdo de que promove a saude, a quantidade minima
vidvel da cultura deve estar situada na faixa de 10® — 10° UFC na recomendacao diaria do
produto pronto para o consumo, conforme indicagdo do fabricante. Diversos trabalhos

podem ser encontrados sobre a aplicacdo a sobrevivéncia destes micro-organismos em
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matrizes alimentares nao lacteas (SAAD, 2011; HUI, 2012; MONDRAGON-BERBAL et al.,
2012). Porém, os alimentos nao lacteos ainda representam apenas uma pequena parcela
no mercado de produtos probiédticos (DE PRISCO & MAURIELLO, 2016).

2.3.1 Farinha de Aveia

Produtos probioticos ndo lacteos sdo um campo em crescimento, com especial demanda
de pessoas alérgicas ao leite. Além disso, os alimentos probiéticos ndo convencionais
podem representar uma forma atraente de consumo de micro-organismos benéficos,
disponibilizando um amplo e diverso numero de alimentos probioticos capazes de
enriquecer ainda mais a dieta dos consumidores (DE PRISCO & MAURIELLO, 2016).

Prebidtico foi inicialmente definido por Gibson e Roberfroid (1995) como ingrediente
alimentar ndo digerivel pelas enzimas do intestino delgado que beneficia o organismo por
estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de determinadas bactérias no colon,
promovendo a saude do hospedeiro. Em 2015, Bindels et al. estimulou a expansdo do
conceito prebidtico para incluir “um composto nao digerivel que, através de sua
metabolizacdo por micro-organismos no intestino, modula a composicéo e / ou atividade
da microbiota intestinal, conferindo assim um efeito fisiolégico benéfico sobre o

hospedeiro’.

Segundo Saarela et al. (2006), as fibras podem agir tecnologicamente protegendo
culturas probidticas em condicbes de stress como a liofilizacdo, desidratacdo e
armazenamento. Os principais componentes da fibra solUvel da aveia sao as B-glucanas,
gue séo polissacarideos lineares néo ramificados, compostos por unidades de glicose B-
D-glicopiranosil unidas por ligagdes B(1—3) e B(1—4) e sdo consideradas prebidticas
(DONG et al., 2016).

A aveia pode ser considerada um produto adequado para adicdo de probibticos para o
consumo, como foi demonstrado no trabalho de Guergoletto (2009). Os autores
observaram melhora na estabilidade de Lactobacillus casei durante o armazenamento e
durante a exposicao as condicbes simuladas do trato gastrintestinal quando este micro-

organismo foi liofilizado e armazenado em farelo de aveia.

Apesar de bifidobactérias ndo serem capazes de utilizar B-glucanas com substrato para

crescimento, B-glucanas podem aderir a parede celular de bactérias probidticas para
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formar estruturas protetoras que podem reduzir o impacto negativo do stress ambiental,

tal como o associado a condi¢cbes gastrointestinais (ARENA et al., 2016).

Além disso, o armazenamento de probidticos em produtos com baixa atividade de agua
durante a estocagem influencia consideravelmente na manutengdo da viabilidade do
micro-organismo (DIANAWATI & SHAH, 2011). Embora a agua seja um componente
essencial da vida, a manutencdo da viabilidade dos probiéticos € reforcada nesta
condicdo (MENG et al.,, 2008). No entanto, pouco se conhece sobre o efeito da
microencapsulacdo na sobrevivéncia de micro-organismos probidticos em produtos
alimentares secos (WEINBRECK et al., 2010).

2.4 Selecéo in vitro

Para os probitdticos exercerem os efeitos esperados, alguns aspectos devem ser
considerados como, por exemplo, serem capazes de sobreviver a passagem pelo trato
gastrintestinal (CHATERIS et al., 1998). A tolerancia dos probidticos as condi¢des do pH
acido, presenca de sais biliares e oxigénio varia entre as espécies. Sendo que os efeitos
adversos do baixo pH na fisiologia das bactérias ainda ndo foram completamente
entendidos, mas condi¢des acidas tém um impacto negativo sobre as bactérias, reduzindo
o pH do citoplasma, o que pode resultar em perda de atividade das enzimas glicoliticas
relativamente sensiveis a acidos e a danos estruturais da membrana celular e das
macromoléculas, como as proteinas e o DNA. Ja os sais biliares representam moléculas
anfipaticas com atividade antimicrobiana, agindo como detergentes, rompendo a estrutura
da bicamada lipidica das membranas celulares e causando danos oxidativos para as
células (LEEBER et al., 2008).

Segundo Ross et al. (2005) condi¢cdes extremamente acidas como as encontradas no
estbmago podem diminuir significativamente o niumero de células probidticas viaveis que
chegam ao intestino. Para tentar solucionar este problema técnicas de microencapsulacao

podem ser utilizadas.

Quando probiodticos sdo encapsulados, é essencial avaliar duas condi¢des. Primeiro,
garantir que a microcapsula seja protetora em meios que simulam a secrecéo gastrica e,
em seguida, assegurar que 0s probioticos encapsulados serdo liberados no meio

simulado do fluido intestinal. Existem na literatura, diversos modelos experimentais para
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simular o trato gastrintestinal. Estes modelos avaliam a tolerancia do micro-organismo
probidtico ao meio acido, aos sais biliares e enzimas (GBASSI & VANDAMME, 2012).

Diversos trabalhos tém sugerido a utilizacdo de solug&o salina como meio para simular as
condi¢cBes do estdbmago (HANSEN et al., 2002; KRASAEKOOPT et al., 2004; ANNAN et
al., 2008). Cloreto de sédio fornece um meio isotdnico que mantem a integridade e a
viabilidade das células (GBASSI & VANDAMME, 2012). Quanto ao pH, testes que
contemplem uma variacdo de pH entre 1,5 e 3,5 cobrem os valores geralmente
encontrados no estdbmago humano (VANDAMME et al., 2002). Qualquer fluido gastrico
artificial deve incluir pepsina em sua composicédo (GBASSI & VANDAMME, 2012).

Sais de sddio, por sua vez sdo usados em varias concentracdes para simular o fluido
intestinal, como por exemplo a solugdo salina tamponada com fosfato de s6dio. Quanto
as condicdes para simulacdo do suco intestinal, sais biliares e enzimas pancreaticas
(pancreatina e tripsina) estdo geralmente presentes (GBASSI & VANDAMME, 2012). Com
relacdo ao pH, testes que contemplem uma variagcdo de pH entre 5,5 e 7,0, refletem o
encontrado no intestino (VANDAMME et al.,, 2002). No entanto, ndo existem estudos
conclusivos que permitam especificar a concentracdo de sais biliares e enzimas
encontradas no intestino (GBASSI & VANDAMME, 2012).

2.5 Microencapsulagéao

Microencapsulacao é definida como uma tecnologia de empacotamento de ingredientes
sensiveis (sélidos, liquidos ou gasosos) dentro da matriz, sendo que os ingredientes estao
aprisionados ou completamente rodeados pela matriz protetora formando pequenas
particulas (DE PRISCO & MAURIELLO, 2016). E uma tecnologia inovadora que tem sido
utiizada tanto na industria de alimentos quando na farmacéutica e de cosméticos
(FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

A microencapsulacdo vem sendo utilizada para manter a estabilidade de micro-
organismos probioticos durante o processamento e estocagem dos alimentos (SAAD,
CRUZ & FARIA, 2011). A matriz do alimento e as condicbes de processamento Sao
fatores que determinam a necessidade de microencapsulagédo dos micro-organismos (DE
VOS et al., 2010). A sua utilizacdo também pode aumentar a resisténcia das bactérias no
decorrer do trato digestivo, visto que esse meio possui elevada acidez, além da presenca

de enzimas e da bile, possibilitando que as bactérias cheguem ao intestino com condi¢des
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de sobrevivéncia e de atuacdo (CHAMPAGNE & FUSTIER, 2007; FAVARO-TRINDADE et
al., 2008). Portanto, o objetivo da microencapsulacdo de probiéticos ndo é apenas
proteger as células contra as condicbes adversas dos produtos, mas também permitir que
cheguem em estado viavel e metabolicamente ativo no intestino (PICOT & LACROIX,

2004).

Entretanto, alguns aspectos basicos devem ser considerados no desenvolvimento de
sistemas microencapsulados, tais como a natureza e a estabilidade do material a ser
encapsulado, as caracteristicas do polimero encapsulador, o processo de
microencapsulacdo e as caracteristicas do produto a ser obtido (DE PRISCO &
MAURIELLO, 2016). A microcapsula obtida deve ser insolivel em agua, para manter sua
integridade na matriz alimentar e na parte superior do trato gastrintestinal e, finalmente, as
propriedades da particula devem permitir liberacdo progressiva das células no intestino
(PICOT & LACROIX, 2004).

Existem inUmeras técnicas para promover a microencapsulacdo, porém nem todas se
adequam para probidticos, pois algumas fazem uso de solventes organicos, que podem

ser toxicos para estes micro-organismos (AZEREDO, 2005).

Burgain et al. (2011) demonstram, de uma maneira geral, 0s passos para producao das
microcdpsulas. A primeira fase consiste em, incorporar 0 componente bioativo em uma
matriz liquida ou sélida. Na segunda etapa, se a matriz for liquida esta sera dispersa em
ar ou em liguido, enquanto para uma matriz sélida uma solucéo sera pulverizada sobre a
mesma. A Ultima etapa consiste na estabilizacdo por um processo quimico
(polimerizagdo), fisico-quimico (geleificacdo) ou fisico (evaporacdo, solidificacéo,

coalescéncia).

E importante ressaltar aqui que imobilizacdo e microencapsulacdo sio dois termos
frequentemente usados como sindnimos, porém erroneamente, pois, imobilizacéo refere-
se a introdugdo do material do nucleo dentro ou por toda matriz (Figura 1) enquanto
microencapsulacdo produz um revestimento em volta do nucleo da particula de forma que
figue completamente revestido do material da parede (KAILASAPATHY, 2002). Porém,
microesferas sem revestimento podem ser consideradas capsulas em um sentido mais
amplo, porém o revestimento protege o ndcleo ativo das condigbes adversas do meio

(ROKKA & RANTAMAKI, 2010).
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Material encapsulado Matriz Membrana

Tipo Matriz Tipo matriz revestida

Figura 1 Representacdo esquematica dos tipos de microcapsulas
Adaptado de Burgain et al. (2011)

2.5.1 Estrutura das microcapsulas

O tamanho das microcapsulas pode variar de alguns nanémetros até varios micrémetros
e a forma também é bastante variavel em funcdo do método e do agente encapsulante
utilizado para prepara-las (FAVARO-TRINDADE et al., 2008). Diferentes tecnologias
podem ser aplicadas para microencapsulacdo de probiéticos e cada uma fornece
microcapsulas com diferentes caracteristicas. Dois principais tipos de microcapsulas
podem ser distinguidos, o tipo reservatério, que possui uma membrana em volta do
agente ativo, e o tipo matriz, no qual o agente ativo esta disperso por todo material
carreador, estando presente até mesmo na superficie, a menos que tenha um
revestimento adicional (matriz revestida) (ZUIDAM & SHIMONI, 2009). C4psulas do tipo
matriz podem ser produzidas por spray drying, extrusdao e emulsificacdo, ja as
microcapsulas do tipo reservatério podem ser produzidas pelas técnicas de spray-coating
ou pelos outros métodos citados, desde que tenha um revestimento adicional (BURGAIN
et al., 2011).

As propriedades funcionais tecnoldgicas dos ingredientes alimentares que os tornam uteis
como materiais de matriz na microencapsulacdo sédo suas propriedades emulsificantes e
sua habilidade de aumentar a viscosidade para formar redes de gel (AUGUSTIN &
HEMAR, 2009). Como material de encapsulacdo de micro-organismos probioticos,
normalmente empregam-se polissacarideos de diferentes origens como algas marinhas
(alginato e k-carragena), plantas (amido e seus derivados, goma arabica), animais
(quitosana) ou bactérias (goma xantana, gelana) e proteinas animais (caseina, gelatina)
(de VOS et al., 2010).

Empregam-se, principalmente, polissacarideos na microencapsulacdo de probioticos, pois

estes constituem uma matriz cuja degradacdo € favorecida por micro-organismos da
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microbiota intestinal. Além disso, oferecerem protecdo ao nivel do trato gastrintestinal
superior, permitindo obter uma liberacdo dos micro-organismos no 6rgéo alvo (de VOS et
al., 2010). Segundo Rodrigues et al. (2011b) a biocompatibilidade entre os polimeros de

encapsulacdo e os micro-organismos é linhagem dependente.

Para a quantificagcdo dos micro-organismos probidticos nas microcapsulas a liberacdo é
um passo importante, uma vez que uma desintegracdo incompleta pode subestimar o
namero real de células (KRASAEKOOPT et al., 2003). Em geral, as microcapsulas de
alginato se desintegram mediante a agitacdo em tampao fosfato (ANNAN et al., 2008;
LORENZ et al., 2009).

Hansen et al. (2002) compararam trés métodos para liberacdo de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis microcapsulas de alginato produzidas por emulsificacdo. Os autores
utilizaram 4,9 mL das seguintes solu¢cées com pH 7: salina peptonada, salina peptonada +
CaCl;, (0,05M) ou tampéo fosfato, com agitacdo a 37 °C por 30 minutos. Dessas, salina
peptonada foi identificada como melhor solugdo para liberacdo das células das
microcapsulas de alginato, apesar do tampado fosfato também ter dissolvido
completamente todas as microesferas, porém com menor porcentagem de recuperacao

de células.

2.5.1.1 Alginato

7

Alginato € um polimero linear composto por duas unidades monoméricas de [-D-
manurbnico e a-L-gulurbnico ligados entre si por ligacbes glicosidicas entre seus
carbonos 1 e 4. E extraido de algas marrons, sendo que a principal funcéo € de fortalecer
e dar flexibilidade para os tecidos das algas, podendo ser utilizado industrialmente devido
a sua capacidade de reter agua e por suas propriedades de gelificacdo, espessante e
estabilizante (RAYMENT et al., 2009).

Alginato é um polissacarideo aniénico, com tendéncia a neutralidade em valores abaixo
do pKa (~=3,5), mas se torna negativo quando pH estad acima do pK,. Em presenca de
calcio e outros ions divalentes, o alginato de sédio pode, por um processo de ligacao
cruzada, trocar o ion sodio de sua estrutura por um ion divalente, gelificando no meio em
que se encontra. Os cations monovalentes e o fon Mg?* n&o induzem a essa gelificacéo.
jons como Pb?*, Cu®*, Cd**, Co*, Ni**, Zn** e Mn?' possuem um uso limitado por

apresentarem certa toxicidade. Na maioria das vezes, essa reticulacéo é feita ao se trocar
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o ion Na* dos &cidos gulurdnico com cétions divalentes formando uma rede tridimensional
(GOMBOTZ & WEE, 1998). De acordo com Krasaekoopt (2003), uma maior viscosidade e
maior concentracdo da solucdo de alginato de sédio, o tamanho das microcapsulas

diminui.

As microcapsulas de alginato de calcio sdo estaveis em baixo pH, mas sdo frageis em
solucbes basicas podendo desintegrar-se (GROSSO & FAVARO-TRINDADE, 2004).
Dependendo da concentracdo dos ions célcio, os géis podem ser termorreversiveis
(baixas concentracdes) ou nao (concentracbes elevadas) (BELITZ; GROSCH &
SCHIEBERLI, 2009).

Apesar de sua adequacdo como material encapsulante, o alginato apresenta baixa
estabilidade na presenca de agentes quelantes como fosfatos, lactatos e citratos, que
possuem afinidade pelo calcio e desestabilizam o gel formado. Tratamentos especiais,
como cobrir as microcapsulas com um filme de quitosana, podem ser usados para
aumentar a estabilidade quimica e mecénica, de forma a prevenir a liberacdo das células
(KRASAEKOORPT et al., 2003). Porém, esta instabilidade do alginato de célcio diante de
fosfato e citrato torna-se vantajosa para liberacdo e enumeracdo de células das
microcapsulas, uma vez que apresentam alta afinidade por Ca®*, sequestram os fons das
ligagbes cruzadas e consequentemente, desestabilizam o gel e liberam as células
(SMIDSROD & SKJAK-BREAK, 1990).

A técnica de microencapsulacdo com alginato de sédio tem grande potencial para
aplicacdo em culturas probitticas, uma vez que aumenta a viabilidade do probidtico em
aproximadamente 80% (AMINE et al.,, 2014). Rodrigues et al. (2011b) estudaram a
viabilidade de bactérias probidticas em seis tipos de polimeros a fim de determinar a
eficacia dos materiais para imobilizacdo dos micro-organismos. Boas razfes de
sobrevivéncia foram observadas para Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 em

alginato de sodio (2 - 4%).

Grosso e Favaro-Trindade (2004) avaliaram a estabilidade de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, imobilizada com alginato de calcio. Em iogurte (pH 4,2) observaram gradual
declinio da viabilidade da linhagem probiotica durante o armazenamento refrigerado. Os
autores também estudaram a estabilidade de B. lactis em leite acidificado com &cido latico
(pH 6,4; 5,0; 4,4 e 3,8) e a concentracdo de células foi apenas levemente afetada durante

o armazenamento, chegando em 28 dias com contagens superiores a 6,0 log UFC mL™
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para todas as faixas de pH, indicando que a presenca das culturas iniciadoras de iogurte
pode ter afetado negativamente a sobrevivéncia de B. lactis imobilizada em alginato de

calcio, o que ndo aconteceu no leite acidificado.

2.5.1.2 Quitosana

E um polissacarideo linear composto de unidades de glicosamina que podem polimerizar
por formacéo de ligacdo cruzada na presenca de anions e polianions (BURGAIN et al.,
2011). E um polissacarideo catiénico, com tendéncia a ser neutro em valores de pH acima
do pKj (6.5) e positivo abaixo do pKy (MATALANIS et al., 2011). Dissolve-se facilmente
em pH acido, de modo que tem sido empregada, frequentemente, em combinacdo com
outro polimero (geralmente o alginato) que suporte o pH &cido do estdtmago. Uma vez
atingido o intestino delgado é degradada pela microbiota indigena (PRATEADA, 2010).

No caso de utilizar quitosana como matriz, as células aprisionadas podem ser liberadas
excessivamente durante a fermentacdo (na presenca de &cido lactico) e causar carga
inicial baixa para a fermentagdo seguinte. Portanto, é preferencialmente utilizada como
revestimento e ndo como microcapsulas. Granulos revestidos ndo s6 vao prevenir
liberacdo das células, mas também aumentam a sua estabilidade mecanica e quimica
(KARSAEKOOPT et al, 2003).

Revestimento de microcapsulas com quitosana promove protecdo das células em
solucBes com sais biliares visto que, uma reacdo de troca ibnica acontece quando as
microcapsulas absorvem os sais biliares formando um complexo insolavel entre ambos, o
gue impede a difusdo de sais biliares para o interior, garantindo a protecao das células
(KRASAEKOOPT et al.,, 2004). A protecéo oferecida pelo revestimento de quitosana
também pode ser explicada pelas interacfes eletrostaticas entre quitosana e alginato. Por
ser carregada positivamente, a quitosana forma uma membrana semipermeavel em volta
de um polimero carregado negativamente, como alginato, que nao se dissolve na
presenca de Ca®** e que restringe a difusdo da secregéo gastrica (ETCHEPARE et al.,
2016; COOK et al., 2012). Complexos de poli-electrolitos (formados com dois ou mais
polieletrolitos com carga oposta, como alginato e quitosana, por exemplo) sédo, portanto,
bons biomateriais a serem escolhidos para a preparacdo de microcapsulas contendo
probidticos, pois reduzem a porosidade das microcapsulas de algianto e
consequentemente reduzem a perda de micro-organismos (CHAVARRI et al., 2010; WU
et al., 2016).
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Para escolha do material, deve-se, no entanto, atentar para o fato de que quitosana de
baixo peso molecular se difunde mais facilmente na matriz de alginato, resultando em
uma membrana densa, ao contrario de quitosana de alto peso molecular (MCKNIGHT et
al. 1988 apud KRASAEKOORPT et al., 2003).

Chéavarri et al. (2010), com o objetivo de melhorar a eficiéncia de alginato na protecédo das
células, revestiram as microcapsulas com quitosana e avaliaram a capacidade das
mesmas em melhorar a sobrevivéncia de Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus gasseri,
durante o armazenamento refrigerado (28 dias a 4 °C) e na exposicdo a condi¢bes
simuladas do trato gastrintestinal. Ambos 0s micro-organismos mantiveram-se estaveis e
B. bifidum permaneceu com contagens superiores a 7,0 log UFC mL™ até o fim do
armazenamento e mostrou-se resistente a exposicdo por 120 minutos a pH 2,0 e
concentracdo de sais biliares de 3,0 g L. As microcapsulas de alginato revestidas de

guitosana foram produzidas por extrusdo e desidratadas por liofilizacao.

Krasaekoopt et al. (2006) estudaram a viabilidade de B. bifidum ATTC 1994, Lactobacillus
acidophilus e Lactobacillus casei, encapsulados pela técnica de extrusdo em alginato
revestido com quitosana, durante o armazenamento (4 °C/ 4 semanas), em iogurte
convencional (leite pasteurizado) e UHT. Em ambos os iogurtes, as células apresentaram
maior viabilidade quando encapsuladas, com contagens de 1 ciclo logaritmico maior do
que as células livres durante os dias de analise. Alginato revestido de quitosana foi capaz
de manter o numero de células viaveis, dentro do minimo terapéutico recomendado, por
duas semanas para B. bifidum e durante todo armazenamento para as demais culturas,

em ambos os iogurtes.
2.5.1.3 Amido

O amido tem sido frequentemente utilizado como agente encapsulante de probioticos em
combinag&o com o alginato (MARTIN, LARA-VILLOSLADA, RUIZ, & MORALES, 2013). E
um polissacarideo constituido de amilose e amilopectina. Amilose tem estrutura linear (a-
1,4) e tem alta susceptibilidade a retrogradacdo. Amilopectina € uma molécula maior, é
ramificada (ligagbes a-1,4 e a-1,6), tem baixa susceptibilidade a retrogradacédo e esta

presente em maior quantidade no grao de amido (SHARMA et al., 2008).

Amido resistente é a soma de amido e produtos da degradacdo do amido nao absorvidos

no intestino delgado de seres humanos saudaveis. E considerado prebidtico por resistir &
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digestdo e ser fermentado no intestino grosso, principalmente por bifidobactérias. Muitos
estudos demonstraram que amido resistente € uma molécula linear de a-1,4-D-glucano,
essencialmente derivada da fraccdo de amilose retrogradada, e tem um peso molecular
relativamente baixo (1,2 x 10° Da) (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2010). Especificamente,
€ ideal para liberacdo das células no intestino, além de oferecer uma superficie ideal de
aderéncia dos probidticos ao granulo durante o processamento, armazenamento e ao
longo do trato gastrintestinal, fornecendo resisténcia ao estresse ambiental (ANAL &
SINGH, 2007).

Sultana et al. (2000) estudaram a viabilidade de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus
acidophilus encapsulados em alginato de sédio + amido resistente, pelo método de
emulsificacao, assim como a resisténcia das mesmas em condi¢des gastricas e intestinais
simuladas e também durante o armazenamento em iogurte. A adicdo de amido melhorou
a viabilidade das células no processo de encapsulacédo e a inclusdo de glicerol na matriz
de alginato + amido, antes da encapsulacdo, aumentou a sobrevivéncia das bactérias
guando as microcapsulas foram armazenadas a -20 °C. Os micro-organismos
encapsulados mantiveram-se estaveis em condi¢cdes gastrintestinais simuladas, porém
nao diferiram das células livres quanto a estabilidade durante o armazenamento em

iogurte, permanecendo com contagens préximas a 6,0 log UFC mL™ até a oitava semana.

Kaisalapathy (2006) obteve melhora na sobrevivéncia de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis e L. acidophilus microencapsulados em alginato + amido pela técnica de
emulsificacdo. Os micro-organismos permaneceram com contagens acima de 6,0 log UFC
mL™ durante 7 semanas em iogurte armazenado a 4 °C, com aumento na sobrevivéncia
acima de 1 log quando comparadas com o numero de células livres. Vale ressaltar que o
pH do produto, tanto com as células livres quanto encapsuladas, chegou a 4,2 ao final do

armazenamento.

Jayalalitha et al. (2011) estudaram a viabilidade de Bifidobacterium longum BB46 e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 encapsuladas, adicionadas em iogurte
durante 21 dias de armazenamento refrigerado. Os micro-organismos probiéticos foram
encapsulados em alginato + amido e alginato + amido + gelatina, utilizando diferentes
técnicas (emulsificacdo ou extrusdo). Porém, a mistura alginato + amido + gelatina, pela
técnica de extrusdo, mostrou-se mais efetiva em proteger as células de bifidobactérias
durante o armazenamento, com contagens acima de 8,9 log UFC mL™* e sem variacéo

estatistica ao longo dos 21 dias de analise.
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Boscarioli (2010) avaliou a capacidade de microcapsulas de alginato de calcio, produzidas
por extrusdo, adicionadas ou ndo de prebioticos (amido resistente ou goma acacia) em
proteger Bifidobacterium animalis subsp. lactis durante o armazenamento de sorvete (210
dias a -18 °C). O micro-organismo probiético mostrou-se resistente a técnica de
microencapsulacdo empregada, com concentracdes acima de 10° UFC g™. No entanto, a
adicdo dos prebidticos ndo influenciou a sobrevivéncia em sorvete durante o

armazenamento.

A associacdo fisica com o amido também pode garantir a vantagem competitiva a
bifidobactéria de utilizar o amido resistente como fonte de carbono e energia no colon
humano e esta caracteristica pode ser usada para producdo de microcapsulas simbidticas
(CRITTENDEN et al., 2001).

2.5.2 Técnicas de microencapsulacao

Todas as técnicas apresentam variado grau de sucesso, dependendo do micro-organismo
e do processamento tecnoldgico envolvido. Segundo Nissim (2008), as discrepancias de
dados na literatura quanto a viabilidade dos micro-organismos apds 0s processos de
microencapsulacdo se devem na maioria das vezes as diferencas de sensibilidade ao
oxigénio entre as linhagens e aos variados niveis de oxigénio dissolvido no produto,
devido a diferengcas nos procedimentos experimentais. Este autor ressalta ainda que o

processo protege mais as células da presenca do oxigénio do que do ambiente acido.
2.5.2.1 Emulsificacéo

Como na maioria dos casos, na emulsificacdo se empregam diversos polimeros como
material de encapsulacdo. Esta metodologia, aplicada aos micro-organismos probiéticos,
se desenvolve (Figura 2) com a adicdo de pequeno volume da solucdo polimérica
contendo as células microbianas em suspenséao (fase descontinua) em um volume maior
de 6leo vegetal (fase continua ou externa). A mistura € homogeneizada para formar uma
emulsdo de agua em oleo (fase externa oleosa). Uma vez formada a emulséo, o polimero
hidrossoluvel deve ser insolubilizado para formar o ndcleo dentro da fase oleosa
(KRASAEKOOPT et al, 2003). Para rompimento da emulsdo e formagédo das
microcapsulas, pode-se adicionar, por exemplo, cloreto de calcio, cloreto de sédio, entre

outros.
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Suspenséo de células + Emulsificagdo em 6leo
alginato de sédio vegetal

Figura 2 Representacdo esquematica da producao de microcapsulas pela técnica de
emulsificacao.

O tamanho das microcapsulas é controlado pela velocidade da agitacdo da emulsdo e
guanto menor o tamanho das particulas na fase interna da emulsdo, menor sera o
tamanho final das microparticulas (KRASAEKOOPT et al., 2003).

Para encapsulamento com uma emulsdo € necessario um agente tensoativo. S&o
normalmente adicionados surfactantes, como Tween 80, que induz a encapsulagéo
mediante a formacédo de micelas e vesiculas ao redor do produto a ser encapsulado. Além
disso, ele diminui a tensdo superficial, refletindo diretamente no tamanho das esferas
(cdpsulas). O tamanho das cépsulas pode variar de 20 um a 2 mm (PRATEADA, 2010;
KRASAEKOOPT et al., 2003).

No entanto, esta técnica apresenta alguns inconvenientes para ser aplicada na inddstria
de alimentos, pois o 6leo residual nas microcapsulas pode prejudicar as caracteristicas
organolépticas do alimento. Além disso, o 6leo residual, os emulsificantes e surfactantes
utilizados podem ser toxicos para determinadas células (KAILASAPATHY et al., 2002).
Outras dificuldades que a técnica apresenta € a instabilidade da emulséo, necessitando
de vigorosa agitacao, que pode ser prejudicial para as células devido a incorporacao de ar
e a incorporagdo aleatoria das células nas microcapsulas, podendo existir células
expostas na superficie da microcapsulas e, portanto sem a protecdo contra as condi¢cdes
adversas do meio (VANDAMME et al., 2002).

Hansen et al. (2002) testaram nove linhagens diferentes de Bifidobacterium spp. quanto a
tolerancia as condicBes simuladas gastrintestinais e observaram entre as linhagens
apresentaram variacoes de resisténcia ao fluido gastrico (pH 2,0 e 3,0) e sais biliares (5,0
e 10 g L™"). Entre estas linhagens, apenas Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12
mostrou-se resistente a baixo pH e sais biliares. Os autores também encapsularam

algumas linhagens em microcpsulas de alginato (média viscosidade), por emulsificacdo
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em Oleo vegetal, para avaliar suas propriedades de resisténcia ao fluido gastrico e aos
sais biliares. Eles obtiveram microparticulas densamente carregadas de bactérias
probidticas, porém muito porosas. As microcapsulas mantiveram-se estaveis durante o
armazenamento, a 4 °C no leite (2% p/v) e iogurte, durante 16 dias e em fluido géstrico
(pH 2,0) durante 1 h, a 37 °C.

Com o objetivo de aumentar a sobrevivéncia dos micro-organismos, pode-se realizar o
recobrimento das microcdpsulas com outros materiais. O recobrimento das microcapsulas
com uma camada adicional, previne a exposicdo dos micro-organismos ao Oxigénio
durante o armazenamento, assim como melhora sua estabilidade ao pH acido (ROKKA &
RANTAMAKI, 2010).

Mokarram et al. (2009) estudaram a capacidade de microcapsulas de alginato de calcio
produzidas por emulsificacdo, revestidas ou ndo com uma ou duas camadas de alginato
de sédio, na protecdo de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus contra as
condi¢cdes adversas dos sucos gastrico e intestinal simulados. Os autores observaram
maior viabilidade para células encapsuladas, sendo que esta aumentou com a adicao de

camadas de revestimento de alginato de sodio.

Possiveis materiais para revestimento incluem quitosana, alginato, amido, gelatina e poli-
L-lisina (ROKKA & RANTAMAKI, 2010). O revestimento de microcapsulas de alginato
com polications como quitosana e poli-aminoacidos (poli-L-lisina) podem melhorar a
estabilidade quimica e fisica do alginato, consequentemente, melhorando a eficiéncia da
encapsulacdo (KASAEKOOPT et al., 2004).

Uma vez preparadas as microcapsulas pela técnica de emulsificacdo, torna-se desejavel
isola-las como um pé seco, para facilitar a manipulacdo e armazenamento. Embora a
agua seja um componente essencial para a vida, a retencdo da viabilidade durante o
armazenamento é frequentemente melhorada sob baixa atividade de agua (MENG et al.,
2008). Para este fim, inUmeros processos de secagem sdo utilizados, dentre eles,

liofilizag&o e spray drying (COOK et al., 2012).

Liofilizagdo € a secagem de uma amostra congelada pela sublimacdo do gelo sob vacuo.
Tem a vantagem de ser um processo no qual as bactérias podem sobreviver bem com a

adicdo de agentes crioprotetores (SAARELA et al., 2005). Porém, liofilizagdo além de ser
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um processo demorado, ndo reduz o tamanho das particulas como nos outros métodos

de secagem, devido a retencado da estrutura hidratada (COOK et al., 2012).

Segundo Augustin & Hemar (2009), a liofilizacdo geralmente é utilizada em ingredientes
sensiveis ao calor e € um processo no qual as bactérias podem sobreviver bem com a
adicdo de agentes crioprotetores (SAARELA et al., 2005). Porém, a remoc¢do de agua €
mais demorada e o pd apresenta estrutura mais porosa, quando comparado ao spray

drying, o que pode aumentar os custos com armazenamento e transporte.

Agentes protetores podem ser adicionados antes do congelamento ou desidratacdo. O
tipo de crioprotetor depende do micro-organismo, no entanto, existem alguns que
parecem funcionar bem para muitas espécies. Estes incluem os sélidos ndo gordurosos
do leite, soro, glicerol, trealose, betaina, adonitol, sacarose, glicose, lactose e polimeros
tais como dextrano e polietilenoglicol (MORGAN et al., 2006).

2.5.2.2 Spray drying

A producdo de microcapsulas pelo método de spray drying consiste na atomizacdo de um
liguido, que contem o material a ser encapsulado e o polimero encapsulador, no interior
de uma camara de secagem, na qual também ¢é inserida uma corrente de ar aquecido
(Figura 3). Esta operacdo se divide em etapas distintas: atomizacao do liquido, mistura
do spray formado com o ar aquecido, secagem do material e por fim a separagdao do
produto seco (DE VOS et al., 2010). A temperatura de secagem, em combinacdo com o
tempo de secagem séo os fatores chave que influenciam na viabilidade final do probiético,
sendo que, quanto maior a temperatura de saida no equipamento, maior € a viabilidade

do micro-organismos apos a desidratacdo (HUANG et al. 2017).
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Figura 3 Representacdo esquematica das principais etapas envolvidas no processo de
microencapsulagcao por spray drying. (Adaptado de In Vitro Technologies)
Apenas dispersdes a base de agua sdo aplicadas na secagem por spray drying. Sendo
assim, a matriz deve ter elevada solubilidade em agua. Porém, tanto moléculas
hidrofilicas quanto hidrofébicas podem ser usadas, desde que as hidrofébicas sejam
primeiramente dissolvidas em uma fase de 6leo, ap6s a qual uma emulsdo agua-o6leo é
formada antes da secagem (DE VOS et al.,, 2010). Segundo Huang et al. (2017),
formulagbes nas quais a base da matriz de encapsulagdo sdo carboidratos com baixo
peso molecular e alta temperatura de transicéo vitrea produzem alto grau de protecédo aos
micro-organismos durante a secagem por spray drying. Além disso, outros materiais sao
possiveis para serem utilizados como agentes encapsulantes pela técnica de spray
drying, como: concentrado proteico de soro, gelatina, goma arabica, dentre outros. Por
outro lado, leite desnatado em poé reconstituido tem se apresentado como outro meio
favoravel para manutencdo da viabilidade de culturas probio6ticas durante a secagem por

spray drying.

Leite desnatado em p6 contém abundante Ca?*, o que pode proteger as células contra o
estresse térmico a partir de dois aspectos: estabiliza estruturas celulares sob estresse
térmico, possivelmente a membrana citoplasméatica combina-se com as proteinas do leite
para formar aglomerados com as células, o que amortece tensdes causadas pela rapida
desidratacéo e elevacdo da temperatura (HUANG & CHEN, 2013).
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Estudos iniciais tendiam a atribuir a protecdo de leite em p6 desnatado a presenca de
lactose, um dissacarideo, que foi considerado protetor da membrana citoplasmatica
durante a desidratacdo com mecanismo similar aos dissacarideos nao-redutores, tais
como trealose e sacarose (ANANTA, VOLKERT & KNORR, 2005). No entanto, em
estudos recentes, a protecdo a partir de componentes de proteina de leite tem atraido
muita atencdo. Quando leite desnatado foi desnaturado por calor, as proteinas
desnaturadas foram consideradas responsaveis por melhorar a resisténcia de linhagens

de bactérias acido-lacticas contra o estresse térmico (HUANG et al., 2014).

Uma possivel desvantagem do processo de spray drying € o fato de ser uma tecnologia
de imobilizacdo ao invés de encapsulacédo, o que implica que algum componente bioativo
pode ficar exposto. Outra limitacdo é a alta temperatura necessaria, que pode nao ser
compativel com alguns tipos de probioticos (DE VOS et al., 2010; BURGAIN et al., 2011).
Embora algumas espécies bacterianas possam refletir resisténcia aparente, a robustez
das bactérias probidticas durante a secagem por spray drying parece ser mais
dependente da linhagem (HUANG, et al., 2017).

Uma reducdo no numero de células viaveis dos micro-organismos € de certa forma
esperada, em virtude da aplicacdo de elevadas pressdes e temperaturas, que provocam
perda de &gua intracelular, como também inativacdo de proteinas essenciais para a
manutencao do equilibrio celular (OLIVEIRA, 2006). Segundo Huang et al. (2017), fatores
como o tamanho do equipamento e o tempo de permanéncia do micro-organismo na
camara de secagem tém grande influencia na manutencdo da viabilidade do micro-

organismo.

Colisédo de particulas durante a secagem no spray dryer pode ser dividida nos fendmenos
de colisdo particula-particula e particula com parede do equipamento. Colisdo de
particula-particula pode levar a coalescéncia ou aglomeracdo das particulas. Isto vai
determinar a morfologia definitiva do produto e influenciar a sua reconstituicdo e
propriedades mecanicas. Colisbes de particulas com parede do equipamento pode levar,
em vez disso, a deposicdo de pd na parede, reduzindo o rendimento do processo e
qualidade do produto (BOONYAI et al., 2004). Bicudo (2014) observou essa aglomeracao
de microcapsulas durante a secagem por spray drying, com tendéncia de formacdo de
agregados de microcapsulas menores em torno das de maior didmetro. Esta aglomeracéo
geralmente € maior quando se utiliza maiores concentragfes do polimero que constituira
a matriz da microcapsula (CARRARO, 2013).
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2.6 Microscopia de Forca Atdmica

A microscopia de forca atdmica (MFA) constitui uma classe de instrumentos pertencentes
ao grupo de microscopias chamadas Microscopia de Varredura por Sonda (MVS). MVS
nao utiliza lentes para obtencéo de imagens e ndo necessitam de uma fonte de luz, nem
de feixe de elétrons. Esta técnica utiliza sondas de dimensbes muito reduzidas a
distancias muito pequenas, proporcionando uma alta resolucéo espacial na visualizacao
de superficies em nivel atbmico de diferentes naturezas (metais, peliculas organicas,
polimeros, amostras biol6gicas em sistemas condutores e isolantes) e em diversos meios

(vacuo, pressao atmosfeérica, meios liquidos) (THORNTOM et al., 2000).

O funcionamento da MFA baseia-se na varredura da superficie da amostra por uma
sonda de ponta piramidal de alguns micrometros de comprimento (100 a 200 ym) e
geralmente com menos de vinte nanébmetros de diametro, integrada em um cantilever
flexivel. A forca entre a ponta e a superficie da amostra faz com que o cantilever se
aproxime ou se afaste e essa deflexdo € proporcional a forca de interacdo. Na parte
superior da haste ha um espelho que reflete a luz de um feixe de laser. Apds a reflexdo, o
feixe de laser passa por uma lente e incide sobre um fotodetector (fotodiodo) que mede as
variacbes de posicdo e de intensidade da luz produzidas pelas deflexdes do cantilever
(Figura 4). A medida que a ponta varre a amostra ou a amostra é deslocada sob a ponta,
os diferentes tipos de topografia encontrados na superficie fazem com que a interacdo
mude. Essas diferencas, captadas no detector, sdo armazenadas e processadas por um
computador, que as transformam em imagens topograficas da superficie bi e

tridimensionais (HOWLAND & BENATAR, 2000).

Cantilever

Amostra

Figura 4 Diagrama esquematico do sistema de microscopia de forgca atdbmica.
Adaptado de Ferreira e Yamanaka (2006).
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MFA oferece uma série de caracteristicas Unicas, a mais vantajosa € o alto poder de
ampliacdo com alta resolucdo e a preparacdo minima da amostra (as amostras podem
manter o seu estado nativo ou quase nativo). Além disso, na analise por MFA o material
precisa ser depositado e fixado em um substrato rigido (MORRIS et al.,, 1999) e a
adsorcdo de amostra € um aspecto importante a ter em consideracdo para evitar a
destruicdo da estrutura nativa ou alterar as interacdes macromoleculares (OLIVARES,
2010).

Quando bactérias estdo presentes em matrizes alimentares, é provavel que sua superficie
interaja com outros constituintes (LY et al., 2006). Existem, porém, poucos estudos por
microscopia de forca atémica indicando a interacdo entre 0 micro-organismo e a matriz de
encapsulacdo ou a matriz alimentar. Burgain et al. (2013) avaliaram por MFA a forca de
interacéo de linhagens de L. rhamnosus com proteinas do leite. Os autores relataram uma
interacdo nao especifica das linhagens com as micelas de caseina (interacfes

hidrofdbicas, eletrostatica de Van der Waals).

Doherty et al. (2011) também demonstraram por MFA forte interacdo entre L. rhamnosus
e proteinas de soro de leite em microcdpsulas feitas por extrusdo, com protecdo e

aprisionamento das células dentro da matriz proteica.

2.7 Microscopia Eletronica de Transmisséao

Vérias técnicas de microscopia podem ser utilizadas para descricAo microestrutural
completa das microcapsulas, sendo que a estrutura interna do sistema pode ser estudada
fraturando as microcapsulas e observando-as usando Microscépio Eletrdnico de
Varredura (MEV) que opere em baixas temperaturas (Cryo-MEV) ou pela incorporacéo
das microcapsulas em resina, com corte fino e observacao de se¢fes usando Microscopia
Eletrénica de Transmissao (MET) (WOJTAS, HANSEN & PAULSON, 2008). Neste
trabalho, optou-se pelo uso do MET em virtude da indisponibilidade de um MEV com tal

tecnologia de operagéo.

O MET usa um feixe de elétrons sob alta tensdo emitido por uma coluna de elétrons
(Figura 5). Lentes eletromagnéticas séo utilizadas para focalizar este feixe de elétrons,
gue ao passar através da amostra, produz diferentes tipos de radiacdo. Em geral, apenas
os elétrons transmitidos sdo analisados pelo detector. A coluna do microscoépio é onde o

feixe de elétrons é gerado e dirigido para atravessar a amostra e onde a imagem sera



43

ampliada para realizacdo da andlise e registro digital. Na figura abaixo estd a
representacdo esquematica dos principais componentes do microscopio eletrénico de
transmissdo (KESTENBACH & BOTTA FILHO, 1989).

Fonte de alta tensdo

‘ — Catodo

Camara ——==— I
sob vicuo B~
Anodo
acelerador
—=—— Lente condensadora
| ! - Rl
- ¢ [ '
Objeto /
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Imagem _ Je
intermedidria ||
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e =
i /‘ \\
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Placa fotogrdfica ou
tela fluorescente

Figura 5 Diagrama esquematico dos principais componentes do microscépio eletrénico de
transmissdo (YOUNG & FREEDMAN, 2009, p. 228).

Materiais biolégicos precisam ser tratados antes das andlises de microscopia eletrbnica
para resistir ao alto vacuo e ao feixe de elétrons. No protocolo padrdo de preparo de
amostras para analise em microscopia eletrbnica de transmissdo, as amostras sao
guimicamente preservadas (fixadas), depois desidratadas e infiltradas com resina liquida,
gue é subsequentemente solidificada. Estas amostras solidas podem ser cortadas em
fatias finas, utilizando um ultramicrotomo e as se¢des montadas numa grelha de metal
para observacdo no MET. Para microscopia eletronica de transmissdo, as amostras
precisam ser seccionadas em fatias finas para permitir a passagem de elétrons. No
entanto, toda essa manipulagdo pode induzir artefatos e a mudancas estruturais
grosseiras (RENSING, 2016).

Por outro lado, os meétodos de criopreparacdo podem evitar muitos problemas
relacionados a presenca de artefatos nas imagens. A criomicroscopia € uma técnica de
microscopia eletrénica de transmissdo que permitiu imagens melhoradas, uma vez que o

congelamento rapido e a criopreparacao introduziram menos artefatos durante o preparo
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das amostras (CHEVILLE & STASKO, 2013). Um avanco da criomicroscopia foi a
vitrificacdo da agua congelando rapidamente a amostra em camadas finas de gelo,
preservando assim a estrutura em um ambiente nativo para imagens (RUSSO &
PASSMORE, 2016). Além disso, com a criofratura, que consiste em fraturar a amostra a
baixas temperaturas (-100 °C ou menos), é possivel examinar a ultraestrutura interna das
amostras apdés a deposicdo a vacuo de platina-carbono sobre o plano da fratura e a
construcdo da réplica para analise no microscéopio de transmissdo (CHEVILLE &
STASKO, 2013).

Uma vez que as amostras bioldgicas ndo sdo normalmente condutoras, nem muito
densas em elétron, um revestimento de metal e carbono é aplicado em muitos casos para
aumentar a condutividade e a densidade de elétrons e para facilitar a formacdo de
imagens (SCHADLER, BURKHARDT & KAPPLER, 2008). As réplicas de platina / carbono
sdo estaveis ao longo do tempo e sob observacdo no microscépio de transmissao, podem
ser armazenadas para posterior re-investigacdo e quando obtidas sob condi¢cdes Otimas
de preparacdo da amostra, as réplicas criofraturadas refletem o estado original, nativo da
amostra (KUNTSCHE, HORST & BUNJES, 2011).

2.8 Citometria de fluxo

O prefixo “cito” significa célula, junto com o sufixo “metria”, que significa contar, mensurar,
mais a palavra “fluxo” que vem de fluidos ou canalizacéo, forma-se entdo Citometria de
Fluxo (CF) que nada mais é que uma técnica que carreia um fluxo de células através de
um contador (DELUDE, 2005). CF é um método com alta sensibilidade, uma vez que
avalia varios parametros celulares, tal como a estrutura da membrana, estrutura
intracelular e proteinas de sinalizacdo ou até mesmo o ciclo celular (JAHAN-TIGH et al.,
2012).

O principio da CF se baseia na captacdo da suspenséo contendo as células (Figura 6),
as quais serdo canalizadas até que figuem enfileiradas, de modo que passe uma a uma
no laser. Apés passar pelo laser, dois fenbmenos importantes acontecem: primeiro, as
células irdo espalhar a luz incidida, e isso ira determinar o tamanho e a granulosidade da
célula. O outro acontecimento € a pesquisa das atividades bioquimicas, biofisicas e
moleculares das células através de um marcador que ira liberar uma fluorescéncia. A

dispersdo dessa luz e a fluorescéncia serdo captadas por varias lentes que transferem
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para tubos fotomultiplicadores (PMTs) e assim convertem a luminosidade em sinais
elétricos (BERTHO, 2011).

Amostra

Laser de argonio

Fotomultiplicadores

Y/" Side Scatter (SSC)

(GRANULOSIDADE)

Foward Scatter (FSC)
(TAMANHO)

Figura 6 Representacédo esquemética do funcionamento de um citdmetro de fluxo.
(Adaptado de Medical University of South Carolina)

Para selecionar apenas os raios de comprimento de onda desejados, filtros 6ticos sao
usados. Os sinais elétricos gerados pelo PMTs sao amplificados e transferidos
digitalmente para um computador. Softwares fazem a leitura e analises desses dados e
oferecem seis parametros que incluem: tamanho celular ou Foward Scatter (FS),
granulosidade Side Scatter (SS), além de cinco tipos de fluorescéncias (verde (FL1),
amarela (FL2), laranja (FL3), vermelha (FL4) e roxa (FL5)) (BERTHO, 2011).

Usar a Citometria de Fluxo convencional sem marcadores, ndo é uma tarefa facil, uma
vez que, sem eles, ndo € possivel distinguir os micro-organismos de interesse de outros
micro-organismos ou debris. Esses marcadores emitem fluorescéncias que permitem a
diferenciacdo entre micro-organismo. Podem ser eles, anticorpos, lectinas, acido

nucleicos ou corantes fluorescentes (VEAL et al., 2000).

Carboxifluoresceina diacetato (CFDA) em si € um derivado de fluoresceina, néo-
fluorescente, que passa através da membrana celular e é usado para avaliar atividade de
esterases em bactérias. As células com metabolismo ativo produzem esterase intracelular
e esta enzima hidrolisa o grupo diacetato do CFDA e gera um produto altamente
fluorescente, fluoresceina, que pode ser detectado (SALAR-BEHZADI et al., 2013). O

composto Carboxifluoresceina diacetado succinimidil ester (CFDA-SE) € similar ao CFDA,
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diferindo pela presenca do grupo succinimidil ester (SE) que se liga covalentemente a
grupos amino nas moléculas intracelulares ajudando na fixacdo do corante. CFDA-SE néo
€ toxico para célula, ndo modifica a viabilidade da célula corada e sua ligacdo com a
mesma é estavel (WANG et al., 2005).

lodeto de propidio (PI) forma complexos com a dupla fita de DNA por intercalacdo entre
0s pares de bases e esta ligacdo num ambiente hidrofébico resulta num aumento da sua
eficiéncia de fluorescéncia. E um marcador de DNA que normalmente ndo entra em
células intactas, mas sim em células injuriadas ou mortas com danos na membrana
(SHAPIRO, 2003). Apenas células mortas ou comprometidas sdo permeaveis ao PI
(DOHERTY, 2010). Dupla coloracdo com CFDA-SE e Pl é comumente usada para

distinguir mais facilmente ente bactérias ativas e inativas.

A Citometria de Fluxo tem sido empregada no campo da microbiologia para analise de
células desde a década de 70 (WANG et al., 2010). Esta rapida ascensao foi devido a sua
habilidade de analisar mais de 5000 células por segundo, para alguns equipamentos, ou
até mesmo 100.000 células por segundo nos equipamentos mais modernos. Além dessa
rapidez de andlise, destacam-se também os multiplos parametros analisados em pouco
tempo (DIAZ et al., 2010).

As técnicas avancadas capazes de enumerar a viabilidade em tempo real do micro-
organismo probiético sdo almejadas tanto pelos pesquisadores quanto pelos fabricantes
industriais. Conhecida por sua eficiéncia superior e versatil aplicacdo em pesquisa
microbiologica, a técnica de citometria de fluxo em combinagdo com marcadores
fluorescentes pode ser um candidato promissor, uma vez que pode instantaneamente
coletar varios parametros de viabilidade celular em um ensaio e apresentar os resultados

em uma perspectiva estatistica (CHEN et al. 2011).

Quando se pretende avaliar o nivel de sobrevivéncia das células liberadas das
microcapsulas, os baixos valores de UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) podem ser
provenientes de baixas liberacdes de células das capsulas ou de altas perdas de
viabilidade apoOs a liberagéo. A citometria de fluxo & muito util no estabelecimento da
populacao total liberada e permite a interpretacdo dos dados de UFC de maneira rapida
(DOHERTY et al., 2012).
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Além disso, uma vantagem importante da citometria de fluxo é a rapidez na determinacéo
da viabilidade celular quando comparada aos métodos tradicionais de enumeracédo da
viabilidade por contagem em meio sélido. Métodos baseados no cultivo de células em
meio soélido sdo trabalhosos, demorados e requerem um longo tempo de incubacédo (72
horas) antes dos resultados estarem disponiveis. Isso atrasa a tomada de decisfes e
pode se tornar um gargalo na otimizacéo da producao e controle de qualidade (GENG, et
al., 2014).

Trabalhos na literatura comparam citometria de fluxo e contagem em meio sélido e a
similaridade de seus resultados. E encontrada alta correlagio para muitos géneros de
bactérias, e a citometria de fluxo tem se mostrado como uma alternativa adequada de
rapida analise na microbiologia (JEPRAS et al., 1995; MARTIN-DEJARDIN et al., 2013;
PEREIRA, 2014; GENG et al., 2014; GANDHI E SHAH, 2015).

A contagem em meio soOlido € um método usado pelos microbiologistas por décadas,
porém trata-se de um método trabalhoso e lento para se obter resultados. Além do mais,
nem todos 0s micro-organismos tem um bom crescimento em meio sélido, podendo
produzir um falso resultado, como no caso das células viaveis, mas ndo cultivaveis (VEAL
et al., 2000; MARTIN-DEJARDIN et al., 2013). Uma célula é geralmente considerada
como morta quando ndo é capaz de originar colénias em meio sélido. No entanto, essa
afirmacgéo é muito simplista e a realidade é que a auséncia de col6nias em meios soélidos
nao significa necessariamente que as células estdo mortas no momento da amostragem,
mas podem estar presentes células em estado intermediario ou ndo cultivAvel com
atividade metabolica reduzida (BARER et al., 1993; NEBE-VON-CARON et al., 2000).



48

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos processos de microencapsulacdo na viabilidade e funcionalidade de

B. longum 5™ incorporada em produtos lacteos e farinha de aveia.

3.2 Objetivos especificos

Preparar microcapsulas contendo B. longum 5 em matriz de alginato de célcio com
amido resistente e outra em matriz de alginato de célcio revestido com quitosana
usando a técnica de microencapsulacdo por emulsificacao.

Preparar microcapsulas contendo B. longum 5™ em matriz de leite desnatado em p6
reconstituido pela técnica de spray drying.

Determinar a viabilidade de B. longum 5 apés os processos de microencapsulacéo e
durante o armazenamento.

Avaliar in vitro a sobrevivéncia de B. longum 5 livre e microencapsulada em
condi¢Bes simuladas do trato gastrintestinal.

Aplicar a Citometria de Fluxo a fim de avaliar a viabilidade e injdrias celulares no micro-
organismo microencapsulado e comparar com a técnica usual de contagem em meio
solido.

Caracterizar a morfologia das microcapsulas contendo a linhagem probibtica por
Microscopia de Forga Atdmica e Microscopia Eletronica de Transmissao.

Determinar a hidrofobicidade das células livres e encapsuladas por spray drying.
Avaliar a viabilidade de B. longum 5, incorporada em bebida lactea fermentada, leite

puro e farinha de aveia, nas formas livre e encapsulada, durante o0 armazenamento.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia Industrial e Biocatalise (LAMIB)
do Departamento de Alimentos da Faculdade de Farmacia/UFMG em parceria com:
Laboratério de Farmacotécnica - Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade
de Farmacia/lUFMG, EDETEC - Induastria Alimenticia SA - BH/MG, Laboratério de
Hematologia — Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Farmacia/lUFMG,
Laboratério de Nanoscopia - Centro de Inovacéo e Tecnologia SENAI / FIEMG - Campus

Cetec e com o Centro de Microscopia da UFMG.
4.1 Materiais

O meio de cultura agar de Man, Rogosa & Sharp (MRS), o caldo MRS e agua peptonada,
foram adquiridos da Acumedia (Lansing, MI, USA). O alginato de sédio, quitosana de
baixo peso molecular, citrato de sdédio, pepsina, pancreatina, iodeto de propidio e
hexadecano foram obtidos da Sigma Aldrich (Pool, UK). Cloreto de célcio e &acido
cloridrico foram adquiridos da Vetec - Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil). Cloreto de
sédio, fosfato monossédico, sacarose, glicose, trealose, manitol, glicose e glicerol foram
adquiridos da Synth (PA, Brasil). Acido acético glacial foi obtido da Ecibra (Sdo Paulo,
Brasil). Tween 80 e sais biliares foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany). Leite
desnatado em pé foi adquirido da Molico - Nestle® (S&o Paulo, Brasil). Farinha de aveia
foi adquirida da Vita Mais — Yoki Alimentos (S&o Paulo, Brasil). O amido resistente foi
gentilmente doado pela Ingredion (Brasil) e o 6leo de Soja foi cedido pela Soya — Bunge®
(Gaspar, Brasil). E Carboxifluoresceina Diacetato Succinimidil Ester foi adquirido da

Invitrogen — Molecular Probes (Paisley, Reino Unido).
4.2 Micro-organismo e preparo da cultura estoque

Foi utilizada cultura pura de Bifidobacterium longum subsp. longum 5™, que faz parte da
colecdo de culturas do Laboratorio de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) - UFMG. A
linhagem foi isolada de fezes de crianca sadia e identificada por testes morfotintoriais,
respiratorios e bioquimicos, seguidos de PCR-Multiplex, de acordo com Kwon et al.
(2005). A partir da cultura liofilizada fez-se uma cultura estoque, de acordo com Faleiro et
al. (2015), em caldo de MRS obtendo-se 8,0 log UFC mL™. A cultura estoque foi mantida
em caldo MRS adicionado de 20% (v/v) de glicerol a -80 °C.
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4.3 Preparo da cultura de B. longum 5 para microencapsulacéo

No momento do uso, as culturas foram preparadas e concentradas por inoculacdo de 1,0
mL da solugéo estoque em 10 mL de caldo MRS com incubacéo a 37 °C. Apos 24 horas,
2,0 mL foram transferidos para 20 mL de caldo MRS e novamente incubados a 37 °C por
24 horas. Foi feita uma nova transferéncia de 3,0 mL do caldo para frascos contendo 300
mL de caldo MRS e mantidos sob a mesma condicdo de incubac&o anterior. Nao foi
usada incubagdo em anaerobiose, pois em todas as transferéncias foi mantido minimo
espaco livre nos frascos de forma a garantir um ambiente anaerdbio nos frascos. O tempo
de incubacéo de 24 horas foi utilizado tendo como base a curva de crescimento de B.
longum 5 determinada por Pereira (2012).

Apbs este periodo, a cultura foi centrifugada (Centrifuga refrigerada SIGMA 2K15,
Osterode, Alemanha) por 10 minutos a 2.792 X g a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e a massa de células foi adicionada de 30 mL de agua
destilada estéril e procedida uma nova centrifugacéo por 10 minutos a 2.792 x g. ApGs o
descarte do sobrenadante foram adicionados 3,0 mL de agua peptonada (0,1 g 100 mL™)
constituindo o inéculo, obtendo-se uma concentracdo de B. longum 5% de
aproximadamente 10 log UFC mL™ que foi determinada por contagem por em agar MRS,
em anaerobiose (Anaerobac, Probac, Brazil) a 37°C por 72 horas. Suspensdes de células
frescas foram preparadas para cada experimento.

4.4 Microencapsulacao

4.4.1 Testes de velocidade de agitagcdo da emulséo

Foram realizados ensaios preliminares para determinacdo da melhor velocidade de
agitacdo da emulsdo para produzir capsulas com didmetros proximos de 100 um, que
segundo Annan et al. (2008) tem sido tamanhos preferidos para maioria das aplicagoes
por nao interferirem na textura dos produtos. Para isso, foram produzidas capsulas de
alginato puro (sem adicdo de quitosana ou amido resistente), pela técnica de
emulsificacdo, em diferentes velocidades de agitacdo (IKA Eurostar) durante a formagao
da emulséo. As velocidades testadas foram 300, 450, 700, 900 e 1200 rpm. E o tamanho
das microcapsulas foi determinado seguindo metodologia apresentada no item 4.5, sendo
gue apenas as capsulas a 700 rpm foram avaliadas antes e apos a liofilizagdo. As demais

capsulas foram medidas antes da liofilizagéao.
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4.4.2 Preparo das capsulas pelatécnica de emulsificagéo

Foram produzidas também microcapsulas contendo B. longum 5 pela técnica de
emulsificacdo usando como matriz o alginato de calcio revestido com quitosana e o
alginato de calcio adicionado de amido resistente. Esses tipos de microcipsulas serédo
citados ao longo do trabalho com nome resumido, como capsulas de quitosana e amido

resistente, respectivamente.

Foi seguida a metodologia de Brinques & Ayub (2011) para produzir as microcapsulas de
alginato por emulsificacdo (Figura 7). Da suspensdo de células, 10 mL foram
incorporados em 40 mL de alginato de sédio, 2,0 g 100 mL™ e emulsificados em 250 g de
6leo de Soja, adicionado de 0,2 g 100 g™ de Tween 80 utilizando agitador automatico (IKA
Eurostar) a 700 rpm por 10 minutos. A quebra da emulsédo e a gelificacdo ocorreram
adicionando lentamente 500 mL de solucdo de CaCl, a 0,05 mol L™ seguida pela agitacédo
da solucado por mais 10 minutos a 700 rpm. Em seguida a mistura foi decantada em funil,
para facilitar a recuperacdo das microcapsulas, a fase aquosa foi centrifugada (1000 X g
por 10 minutos) e as microcapsulas lavadas com 30 mL de &gua peptonada (0,1 g 100
mL™), seguido de centrifugacdo (nas mesmas condicdes anteriores) e ressuspendidas em

30 mL de agua peptonada (0,1 g 100 mL™).

Para revestimento das microcipsulas de alginato de calcio com quitosana adicionou-se
15 mL da suspensdo de microcapsulas em 100 mL de quitosana 0,4 g 100 mL™,
acidificada com 0,4 mL de &cido acético glacial (para completa dissolucéo da quitosana) e
pH ajustado para 6,0 com adicdo de NaOH, seguido de agitacdo em shaker a 300 rpm por
20 minutos. As microcapsulas foram coletadas por centrifugacdo (1000 X g por 10
minutos), lavadas com 30 mL de &gua peptonada (0,1 g 100 mL™), seguido de
centrifugacédo (nas mesmas condicdes anteriores) e ressuspendidas em 30 mL de agua
peptonada (0,1 g 100 mL™).
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500mL
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(2% m/v)

> >

Liofilizagdo
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Figura 7 Metodologia de microencapsulacdo de B. longum 5 por emulsificacdo usando
matriz de alginato de calcio com revestimento de quitosana.
Ja o amido resistente foi adicionado ao alginato de sddio para produzir microcapsulas
contendo os dois materiais, seguindo metodologia de Sultana et al. (2000). Como
demonstrado na Figura 8, para producdo das microcapsulas de alginato de calcio com
amido resistente seguiu-se o mesmo procedimento anterior sendo que, amido resistente a
2,0 g 100 mL™ foi incorporado & solugéo de alginato sédio e ndo houve recobrimento com
quitosana. E importante ressaltar aqui, que para ambas as microcapsulas (quitosana e

amido resistente) foram preparadas amostras brancas, com auséncia de células.

CaCl,
0,1M

Adigdo de
700rpm / 0,5mL de
10min Centrifugagdo Glicose
50 mL agitagao 000x g/10min . (40% m/v)

o” o "
9 000 000 9
Lavadas e \W

ressuspendidas
H,0 Pep (0,1%)

—>
9?

Liofilizacdo
-50°C / 24 horas

40 mL de Alginato de sédio 250 g dleo vegetal 10 minutos
(2% p/v) + Amido resistente (soja) + 700 rpm
(2% p/v) + 0,2% p/p Tween 80

10 mL suspensdo células

Figura 8 Metodologia de microencapsulacéo de B. longum 5 por emulsificacdo usando
matriz de alginato célcio e amido resistente

Ao final do processo de producao das microcapsulas de quitosana e amido resistente, 2,0
mL de cada uma das suspensdes de microcapsulas foram transferidos para tubos

criogénicos e adicionados de 0,5 mL de glicose 40 g 100 mL™. A glicose foi escolhida
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como melhor crioprotetor dentre cinco compostos avaliados. Em seguida, os tubos foram
congelados em nitrogénio liquido e as amostras dessecadas sob vacuo a temperatura -50
°C / 24 horas em liofilizador (Liotop L101, Liobras, Brasil). As microcapsulas liofilizadas
contendo B. longum 5™ foram estocadas em freezer (-20 °C), em frascos vedados sob

Vacuo.

4.4.3 Metodologia para escolha do crioprotetor para técnica de microencapsulacao

por emulsificacao

Para determinacdo do melhor crioprotetor na manutencao da viabilidade de B. longum 5
durante o processo de liofilizacdo das microcapsulas feitas por emulsificacdo, foram
avaliados cinco compostos (sacarose, glicose, trealose, manitol e glicose + leite). Para
isso, a suspensdo final de capsulas a ser liofilizada foi adicionada de 0,5 mL de
crioprotetor a 40 g 100 mL™?, seguindo recomendacdes encontradas na literatura
(CARVALHO et al., 2004; SAARELA et al., 2005; MORGAN et al., 2006; VINDEROLA et
al.,, 2011). Sendo que da mistura glicose + leite, foi utilizado 0,5 mL de cada. A
porcentagem de sobrevivéncia das células foi determinada apds a liofilizacéo e durante 42
dias de armazenamento a -20°C. Para calculo da porcentagem de sobrevivéncia foi
considerada a concentracdo de células logo apés a producdo das microcapsulas (antes
da liofilizacao) e a concentracdo de células viaveis apos a liofilizacéo, para certificar qual

crioprotetor garantiria maior concentracao de células viaveis apds a secagem.
4.4.4 Técnicade spray drying

A elaboracdo das microcapsulas pela técnica de spray drying foi adaptada de Fritzen-
Freire et al. (2012). Para o preparo da solucéo de alimentacdo, adicionou-se 10 mL de
concentrado de células de B. longum 5™ (10 log UFC mL™) em 500 mL de leite desnatado
em pé reconstituido a 30 g 100 mL™?, acrescido de 1 g 100 mL* de maltodextrina,
previamente autoclavados a 100 °C por 25 minutos. O processo foi realizado em um spray
dryer LM MSD 1.0 (Labmagqg do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), com ar constante e temperatura

de entrada de 130°C e temperatura de saida de aproximadamente 76 + 5.31 °C.

A solucdo de alimentacédo contendo as células de B. longum 5 foi mantida a temperatura
ambiente e alimentado para dentro da cémara principal por meio de uma bomba
peristaltica, com fluxo de alimentacdo de 0,54 L h™ e o ar de secagem a 25 L min™. As

amostras foram coletadas na base do ciclone em garrafa de vidro previamente
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autoclavada e posteriormente armazenadas em freezer a -20 °C. Também foram

preparados brancos de microcapsulas, com auséncia de células.

4.5 Analise de tamanho das microcapsulas

A distribuicdo do tamanho médio das microcapsulas foi determinada em analisador de
particula LS 13 320 Laser Diffraction Particle Size Analyzer (Beckman Coulter), capaz de
medir a distribuicdo de tamanho das particulas em suspensao através da dispersdo da
luz. Para tanto, as microcipsulas foram ressuspendidas em agua peptonada 0,1% (p/v)
no momento da analise, as medidas feitas a temperatura ambiente e em triplicata. A
guantidade de amostra das microcapsulas injetada variou dependendo do grau de

saturacao indicado pelo software do equipamento.

4.6 Viabilidade de B. longum 5™ apés microencapsulacdo e durante

armazenamento (-20°C / 90 dias)

Visando determinar o efeito das condi¢cdes de microencapsulacdo na viabilidade de B.
longum 5, foram feitas contagens antes e ap6s o processo de formacdo das
microcapsulas. As células foram liberadas das microcapsulas obtidas por emulsificacao
resuspendendo as mesmas em solucéo de citrato de sédio (0,1 g 100 mL™, pH 6,0) com
agitacdo em vértex por 5 minutos a temperatura ambiente (KRASAEKOOPT et al.,
2004; 2006). Para as microcapsulas produzidas pela técnica de spray drying, as células
foram liberadas resuspendendo as microcapsulas em tampéo fosfato (0,1 mol L™?, pH

7,0), e mantendo em agitacdo por 5 minutos a temperatura ambiente.

Apos a liberacdo das células das microcépsulas, foram feitas diluicbes seriadas em
agua peptonada (0,1 g 100 mL™) e contagem em meio MRS &gar, com semeadura em
superficie e incubacdo em anaerobiose (Anaerobac, Probac, Sdo Paulo, Brasil), a 37 °C
por 72 horas. O plagueamento foi realizado em duplicata das diluicdes selecionadas. A
porcentagem de sobrevivéncia foi calculada segundo a equacéao 1:

~ N
Equagdo 1: %S = (5-) X 100
0
Onde:
%S = porcentagem de sobrevivéncia, N = nimero de células viaveis por grama apos a
microencapsulacdo e Ny = numero de células viaveis por grama antes da

microencapsulacéao.



55

Visando determinar a eficiéncia dos processos de microencapsulacdo de B. longum 5
durante armazenamento (-20 °C), contagens foram realizadas nos dias 0, 7, 14, 21, 28,
40, 60 e 90 do armazenamento. A viabilidade do micro-organismo foi monitorada por

contagem em meio sélido como descrito anteriormente.

4.7 Avaliacdo in vitro da viabilidade de B. longum 5™ livre e microencapsulada em

condi¢cbes simuladas do trato gastrintestinal

Para determinar o efeito de solucbes similares ao encontrado no estdbmago e intestino
humano sobre B. longum 5 livre e microencapsulada adaptou-se a metodologia de
Krasaekoopt & Watcharapoka (2014).

A solucdo gastrica simulada consistiu de HCI 0,08 mol L™, NaCl 0,2 g 100 mL™ e Pepsina
0,3 g 100 mL™?, com pH 2,5. J4 a solucéo intestinal simulada consistiu de NaH,PO, 0,05
mol L™, Sais Biliares 0,45 g L™ e Pancreatina 1,0 g L™, com pH 8,0. Ambas as solucées
foram preparadas no dia do uso e esterilizadas com membrana de filtracdo de poro 0,45
um (MF-Millipore, Billerica MA, USA).

Foi adicionado 1,0 g de microcapsula ou 1,0 mL das células livres (102 UFC mL™) em 10
mL da solucdo gastrica simulada. Esta mistura foi agitada em agitador de tubos por 10
segundos e incubada por 120 minutos a 37 °C, sendo realizadas coletas de aliquotas nos
tempos 0, 60 e 120 minutos apos a adicdo do microrganismo livre ou microencapsulado.
ApoOs o periodo de incubacéo, a solucdo gastrica simulada foi centrifugada a 2.792 X g por
10 minutos e o pellet adicionado a 10 mL da solucéo intestinal simulada. Esta solucao
permaneceu incubada durante 120 minutos e a coleta das aliquotas foram realizadas nos
tempos 60 e 120 minutos. Ao final de cada tempo de incubacao o conteddo de células foi
enumerado em agar MRS a 37°C / 72 h em anaerobiose.

4.8 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo (CF) foi realizada para avaliar o efeito das diferentes técnicas de
microencapsulacéo na viabilidade de B. longum 5, identificar possiveis injurias celulares
causadas pelos métodos e para comparar a viabilidade celular obtida por citometria com o
método usual de contagem em meio soélido. Adaptou-se a metodologia de Martin-Dejardin

et al. (2013) como segue abaixo.
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Para determinar a viabilidade B. longum 5™ utilizou-se o fluorocromo Carboxifluoresceina
Diacetato Succinimidil Ester (CFDA-SE), enquanto o fluorocromo de &acido nucléico,
lodeto de Propidio (PI) quantificou injaria e morte celular. Os volumes utilizados de ambos
marcadores foram preé-titulados para otimizar a quantidade de CFDA-SE e Pl necessarios
para distinguir as populacdes celulares (APENDICE A).

Antes de marcar as células e apds a contagem em meio solido, os tubos contendo citrato
de sodio ou tampéo fosfato e as células liberadas foram centrifugados a 3500 x g a 4 °C
por 15 minutos, lavados duas vezes com tampao fosfato (0,1 M, pH 8,0) e resuspendido
em 10 mL do mesmo tamp&o. Um mililitro desta suspensao foi suplementado com 0,5 pL
de CFDA-SE (1,25 mM em DMSO) e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos ao
abrigo de luz. A suspensao foi entdo centrifugada nas mesmas condi¢des anteriores e 0
pellet resuspendido em 1,0 mL de tampéao fosfato e suplementado com 3,74 uL de PI (2,5
mM em DMSO) e incubado novamente em temperatura ambiente por 10 minutos ao
abrigo de luz. Como controle da marcacdo foram utilizados 3 tubos, cada um contendo
células frescas ndo marcadas ou uma mistura de 50% de células frescas e 50% de
células mortas (mantidas durante 60 minutos em agua em ebulicdo) marcada apenas com
CFDA-SE ou essa mistura marcada apenas com PIl. A diferenca de fluorescéncia entre
CFDA-SE e PI foi medida em uma mistura de 50% de células frescas e 50% de células

mortas.

As analises foram realizadas em um citémetro de fluxo (BD LSR Fortessa) calibrado a
cada leitura com CST (BD Bioscience), equipado com laser de excitacdo 488 e software
BD FACS Diva. Para compensacao das cores foram utilizadas beads (BD Bioscience) nao
marcadas e marcadas com fluorocromos de mesma leitura nos canais do CFDA-SE e PI.
A combinacado de tamanho (FSC - Foward SCatter) e granulosidade (SSC - Side SCatter)
foi usada para discriminar a bactéria do background e os resultados foram analisados no

software FlowJo, verséo vX0.7. Para cada amostra, foram adquiridos 50.000 eventos.

4.9 Anélise de microestrutura das microcapsulas contendo B. longum 5 por

Microscopia de Forca Atdmica

Imagens de microscopia de forca atdbmica foram obtidas usando Microscopio de Varredura
por Sonda (Nanoscope Ill) para avaliar a morfologia das microcapsulas e a interacao

entre o micro-organismo probiético e os respectivos materiais de matriz.
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Para esta caracterizagdo, as amostras foram depositadas em superficie de lamina de
vidro. As medicdes foram feitas a temperatura ambiente, no ar, sobre um Dimension
3000, monitorado pelo controlador Nanoscope llla (Digital Instruments, Santa Barbara,
CA). As imagens foram obtidas no modo tapping, usando sondas de silicio comerciais de
Nanosensors com cantilevers de 228 mm de comprimento, frequéncias de ressonancia de
75- 98 kHz, spring constantes de 3,0 — 7,1 N m™, e raio de curvatura da ponta nominal de
10 nm. A taxa de varredura utilizada foi de 1 Hz. A analise dimensional foi realizada

usando software NanoScope (R) Ill, versao 5.31R1.

4.10 Andlise de microestrutura das microcapsulas contendo B. longum 5™ por

Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Para determinar a microestrutura interna das microcapsulas e visando identificar se houve
0 aprisionamento das células no interior da matriz, as amostras foram avaliadas por
microscopia eletréonica de transmisséo. Na literatura, essa determinacao é realizada em
microscopio eletrénico de varredura operando em baixas temperaturas. Optou-se pelo uso
do microscépio de transmisdo em virtude da indisponibilidade de um microscépio de
varredura com tal tecnologia de operacéo. Foram avaliadas 2 técnicas:

a) Imediatamente apds as amostras serem ressuspendidas em agua destilada, cerca de
5,0 yL foram adicionados aos discos de ouro de 3 mm de didmetro, do Tipo A e B,
compativeis com o equipamento de congelamento, formando um pequeno sanduiche.
Estes foram montados nos cartuchos plasticos especificos para congelamento e as
amostras foram submetidas ao congelamento sob alta presséo (High Pressure Freezer
Leica EM HPM100) e mantidas em nitrogénio liquido até a execuc¢do da proxima etapa.
Posteriormente, foram criofraturadas (-130 °C) por remocao do suporte do topo em um
Freeze Fracture System Leica EM BAF060 e feita a deposicdo a vacuo de 5nm de
platina (Angulo de 45°) e 20 nm de carbono (adngulo 90°). As réplicas foram liberadas por
flutuacdo em hipoclorito de sodio (2,0%), lavadas com agua, montadas em telas de cobre
(400 mesh) e levadas para aquisicdo das imagens em Microscopio Eletrénico de
Transmissao (Tecnai G2-12, SpiritBiotwin FEI — 120 kV).

b) Foram avaliadas também adapta¢fes da técnica convencional de preparo de amostras
para a microscopia eletrbnica de transmissdo com intuito de possibilitar a melhor
visualizacdo da estrutura interna das capsulas. As amostras foram ressuspendidas em

fixador glutaraldeido 2,5% (para preservacéo das células) em 0,05 mol L™ tamp&o fosfato
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e deixadas no fixador durante 30 minutos a 5 °C. Em seguida cada amostra foi dividida

em 2 grupos diferentes de preparo:

1 - as amostras foram em seguida centrifugadas (1000 x g por 5 min), lavadas com agua
destilada e congeladas por imersdo em nitrogénio liquido. Posteriormente, foram
criofraturadas em um Freeze Fracture System Leica EM BAF060, seguido de deep
etching (sublimacdo da agua congelada no material com alteracdo da temperatura para
-115 °C) por 20 minutos e feita a deposi¢cdo a vacuo de 6nm de platina (angulo de 45°) e
25 nm de carbono (angulo 90°). As réplicas foram liberadas por flutuagdo em hipoclorito

de sodio e lavadas com agua.

2- As amostras foram lavadas 3x em tampao fosfato e acrescentadas de solugcdo de
glicerol 15% em tampao fosfato e mantidas por 4 horas a 5°C. Em seguida, foram
centrifugadas (1000 x g por 5 min) e adicionadas de solucéo de glicerol a 30% em tampéao
fosfato e deixadas overnight nesta solucdo. Posteriormente, foram congeladas por
imersdo em nitrogénio liquido, criofraturadas e feitas réplicas seguindo o mesmo
procedimento citado acima. O glicerol € usado como substancia crioprotetora, que tém a
capacidade de se ligar a agua intra e/ou extracelular, tornando-a nao disponivel para a
formacdo de cristais de gelo se houver congelamento e, com isso, pode reduzir a

presenca de artefatos durante o congelamento.

As réplicas nos procedimentos 1 e 2 foram capturadas em telas de transmissédo de cobre,
de 200 mesh, recobertas com filme de formvar e analisadas no Microscépio eletrénico de
transmissdo Tecnai G2-12 SpiritBiotwin FEI — 120 kV.
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4.11 Determinacdo do perfil de hidrofobicidade de B. longum livre ou

microencapsulada

A medida da hidrofobicidade das células livres recém-ativadas (frescas) ou livres
liofilizadas foi determinada segundo Souza et al.(2012). Para ativacao das células livres
recém-ativadas (frescas), a cultura foi incubada sob condicbes de anaerobiose (usando
gerador de anaerobiose), a 37 °C por 24 horas, sendo em seguida centrifugada por 10
minutos a 2.792 X g. As células foram lavadas, duas vezes, em solucdo salina tampao
fosfato estéril (0,1M), suspensas no mesmo tampao e, a densidade 6ptica (DOA) ajustada
para aproximadamente 1,0 a 560 nm. Entéo, foi adicionado 0,6 mL de hexadecano a 3,0

mL desta suspensao, que foi homogeneizada por 120 segundos em agitador de tubos, e
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incubada a 37 °C por 1 hora. A DO a 560 nm (DOB) foi determinada na fase aquosa e 0s
resultados foram expressos como porcentagem da ades&o bacteriana ao solvente, por
meio da Equacédo 2. A medida de hidrofobicidade das células liofilizadas foi determinada

da mesma maneira descrita acima, exceto que as células ndo foram ativadas.

A hidrofobicidade das células apds encapsulacédo foi determinada segundo Vinderola &
Reinheimer (2003) e Riveros et al. (2009). As células encapsuladas por spray drying
foram liberadas utilizando solucéo de tamp&o fosfato estéril (0,1 mol L™, pH 7,0) sendo
em seguida centrifugadas por 10 minutos a 2.792 x g. As células foram lavadas, duas
vezes, em salina tampéo fosfato estéril, suspensas em tampao fosfato (0,1 mol L*, pH
7.0). A absorvancia a 560 nm foi medida e considerada como DOA. Entdo, adicionou-se
0.6 mL de hexadecano a 3.0 mL desta suspenséo, que foi homogeneizada por 120
segundos no vortex, e incubada a 37 °C por 1 hora. A DO a 560 nm (DOB) foi
determinada na fase aquosa e os resultados foram expressos como porcentagem da
adesdo bacteriana ao solvente. A porcentagem de adesdo bacteriana ao solvente foi

obtida segundo a Equagéo 2:

DOA-DOB

Equacéo 2: H% = [ oA

| x 100
Onde:
H% = porcentagem de hidrofobicidade, DOA = densidade Otica inicial e DOB = densidade

Gtica final.

4.12 Viabilidade de B. longum 5™, nas formas livre e microencapsulada, incorporada
em bebida lactea fermentada ou em leite puro durante armazenamento

refrigerado.

Foram feitos ensaios preliminares para verificar a sobrevivéncia de B. longum 5
microencapsulada (em leite desnatado por spray drying) ou livre liofilizada incorporadas
em bebida lactea fermentada e em leite 10% (p/v). O preparo da bebida lactea fermentada
e a contagem das células nesta matriz foram feitos seguindo a referéncia de Pereira
(2012). Ja o leite 10% (p/v) foi esterilizado previamente (100°C / 25 minutos). Ambas as
amostras inoculadas com as células microencapsuladas ou com as células livres
liofilizadas, foram armazenadas a 5°C por 35 dias e durante esse periodo foi realizada
enumeracao das células viaveis por contagem em agar MRS, em anaerobiose a 37°C / 72

horas.
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4.13Viabilidade de B. longum 5, nas formas livre e microencapsulada, incorporada

em farinha de aveia durante armazenamento refrigerado.

Apbés analisar os diversos tratamentos de microencapsulagdo propostos, as
microcapsulas produzidas por spray drying foram escolhidas para serem adicionadas em
farinha de aveia, uma vez que estas microcapsulas se mostraram melhores em proteger
as células quando comparadas com as demais microcapsulas produzidas. Foi

51A

determinada a viabilidade de B. longum microencapsulada adicionada em farinha de

aveia durante armazenamento sob refrigeragao.

Para tanto, 5,0 g (7,6 log UFC g™) de microcapsulas produzidas por spray drying foram
adicionadas em 15 g de farinha de aveia, previamente esterilizada (121 °C / 15 min). A
mistura foi armazenada sob refrigeracdo (5 °C / 90 dias), e a viabilidade do micro-
organismo foi determinada por contagem em meio soélido, como descrito no item 4.6.
Como forma de comparac&o, também foi avaliada a sobrevivéncia de B. longum 5™ livre
liofilizada na farinha de aveia. Neste caso, 1,0 g (8,6 log UFC g*) do micro-organismo
liofilizado foi adicionado em 15 g de farinha de aveia e acondicionado sob refrigeracdo. A
diferenca na quantidade, em gramas, de cada amostra inoculada na aveia foi proposital,
com o0 objetivo de iniciar 0 armazenamento com contagens (em log) de células viaveis
semelhantes entre as amostras. Uma vez que as células livres liofilizadas apresentavam

maior concentracao de células viaveis por grama de po.

4.14 Delineamento experimental

Foi utilizado o Delineamento em Blocos Casualizados, com arranjo em parcelas
subdivididas, sendo que para cada experimento existiu uma correspondéncia para as
parcelas e subparcelas. Os blocos foram considerados as 3 repeticfes realizadas para

cada experimento.

Para avaliar a resisténcia de B. longum 5 microencapsulada frente ao processo de
secagem por liofilizagdo ou spray drying e durante o armazenamento (90 dias) os 3
tratamentos de microencapsulacdo (quitosana, amido resistente e spray drying) foram
considerados as parcelas e os 8 tempos de armazenamento (0, 7, 14, 21, 28, 40, 60 e 90)

a -20°C, as subparcelas.
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Para avaliar a viabilidade de B. longum 5™ livre e microencapsulada sobre as condicées
simuladas do trato gastrintestinal, existiram 4 parcelas que foram os tipos de
microcapsulas (quitosana, amido resistente e spray drying) e a célula livre e as
subparcelas foram consideradas os 5 tempos de analise no experimento in vitro (0, 60,

120 minutos no suco gastrico simulado e 60 e 120 minutos no suco intestinal).

E na avaliacdo da viabilidade das células livres liofilizadas ou microencapsuladas por
spray drying na farinha de aveia durante a vida de prateleira, foram consideradas 2
parcelas (a farinha de aveia com as microcapsulas ou com as células livres liofilizadas) e
as subparcelas foram consideradas os 90 dias de armazenamento (0, 7, 14, 21, 28, 40, 60
e 90) a -20°C.

E para comparagdo das medias, dos experimentos acima e da analise de tamanhos das
microcapsulas, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e havendo diferenca

estatistica significativa entre as médias (p<0,05) foi usado o teste de Duncan.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios preliminares para desenvolvimento das microcapsulas
5.1.1 Escolha da velocidade de agitacdo para técnica de microencapsulacédo por

emulsificacéo

As primeiras microcapsulas foram feitas pela técnica de emulsificacdo e como parametro
inicial de padronizacdo da técnica, foi feita uma avaliagdo do tamanho das microcapsulas
de alginato puro (sem adicdo de amido resistente ou quitosana) produzidas com
diferentes velocidades de rotacdo (IKA Eurostar) durante a formacdo da emulsao.
Segundo VIVEK (2013), um importante desafio da confeccdo de microcapsulas
envolvendo micro-organismos € o tamanho destas, uma vez que quando grandes demais,
podem provocar alteracdes na textura do produto final influenciando negativamente nos

atributos sensoriais.

Na Figura 9 estdo apresentados os tamanhos médios das microcdpsulas de alginato puro
logo apdés a producdo, usando diferentes velocidades de agitacdo da emulsdo. Na
velocidade de 700 rpm estdo apresentados também os dados das microcapsulas
liofilizadas. O maior tamanho encontrado para as microcipsulas de alginato (322,73 *
214,36 pum) foi observado na velocidade de 300 rpm. A 900 e 1200 rpm as microcapsulas
apresentaram os menores tamanhos, 50,29 + 30,29 e 44,74 + 30,77 um, respectivamente.
Ja nas velocidades de 450 e 700 rpm as microcapsulas obtidas apresentaram valores
intermediérios, 146,8 + 94,61 e 123,3 £ 117,81 um respectivamente, com tamanhos mais
proximos ao recomendado na literatura (ANAL & SHING, 2007). Seguiu-se com a
liofilizacdo das microcapsulas obtidas a 700 rpm, que reduziram o tamanho para 88,48

gm.

Um diametro de 100 pum foi proposto para oferecer melhor protecéo para Bifidobacterium
spp. quando exposta a condi¢cdes simuladas do TGI. Como grandes tamanhos de
capsulas podem influenciar negativamente a textura e sensacdo gustativa na boca,
diametros inferiores a 100 um tem sido preferidos para a maioria das aplicagdes (ANAL &
SHING, 2007; ANNAN et al., 2008; DING & SHAH, 2009). No entanto, tamanhos muito
pequenos como abaixo de 50 um podem n&o ser muito eficientes para protecdao das
bactérias (ANNAN et al., 2008).
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Figura 9 Tamanho médio (um) das microcapsulas de alginato antes da liofilizacéo,
produzidas em diferentes velocidades de agitacdo da emulsao, e a 700 rpm liofilizada
Sendo assim, optou-se pela velocidade de 700 rpm como a mais adequada para produzir
as microcapsulas de alginato com amido resistente e alginato revestido com quitosana,
visto que nesta velocidade os tamanhos das microcdpsulas de alginato puro estavam

dentro do recomendado pela literatura.

5.1.2 Escolha do crioprotetor para técnica de microencapsulacdo por

emulsificacéo

Outro parametro que foi padronizado para producao das microcapsulas por emulsificacao
foi o crioprotetor a ser utilizado durante o processo de liofilizacdo. Para reduzir a
diferenga osmética com o ambiente externo, o crioprotector a ser utilizado deve acumular
no interior das células ou a envolver para melhorar a toleréncia ao frio (ETCHEPARE et
al., 2016).

Foi avaliada a influéncia de cinco crioprotetores na manutencdo da viabilidade de B.

5 durante o processo de liofilizacdo das microcapsulas feitas por emulsificagéo

longum
a cada 7 dias e durante 42 dias de armazenamento a -20 °C. Para calculo da
porcentagem de sobrevivéncia foi considerada a concentracdo de células logo apds a
producdo das microcapsulas (antes da liofilizacdo) e a concentracdo de células viaveis
logo apos a liofilizagéo, para certificar qual crioprotetor garantiria maior concentracdo de
células viaveis apos a secagem e esta mesma relacao foi calculada ao longo dos 35 dias

de armazenamento. Estes resultados de porcentagem de sobrevivéncia estao
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apresentados na Figura 10. E a concentracdo de células em log UFC g* esta
apresentada na Tabela 7 do Apéndice A.
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Figura 10 Porcentagem de sobrevivéncia (42 dias/ -20°C) de B. longum 5" em
microcapsulas de Quitosana e Amido resistente, liofilizadas com diferentes crioprotetores:
=+ Sacarose Glicose =—#— Trealose, === Manitol e Glicose + Leite.

Dentre os crioproterores avaliados 0 que apresentou melhor protecdo para as células de
B. longum 5™, tanto na microcapsula de quitosana quanto de amido resistente, foi glicose
10%, com porcentagem de sobrevivéncia acima de 80% durante os 42 dias de
armazenamento (-20 °C). A sacarose também demonstrou bons resultados, garantindo
79% de sobrevivéncia das células nas microcapsulas de quitosana e 78% nas de amido
resistente no tempo 0 e ao final de 42 dias, estas microcapsulas apresentavam,
respectivamente, 70% e 79% da sobrevivéncia das células. J& trealose e glicose + leite
apresentaram resultados semelhantes para quitosana no tempo 0, com 75% de
sobrevivéncia, no entanto apds 42 dias de estocagem a -20 °C as microcapsulas
liofilizadas com trealose apresentaram apenas 61% de sobrevivéncia e glicose + leite caiu
para 70%. Em relagdo as microcipsulas de amido resistente esses dois crioprotetores
também apresentaram resultados bem préximos, sendo que a trealose garantiu 74% e
78% de sobrevivéncia e glicose + leite 76% e 75%, no tempo 0 e apds 42 dias

respectivamente.

Por ultimo, o resultado menos vantajoso de crioprote¢do foi encontrado para o manitol
10%, que apresentou 68% de sobrevivéncia nas microcapsulas de quitosana e 71% para
as de amido resistente, no tempo 0. Apos 42 dias de estocagem 69% e 74% para

quitosana e amido resistente, respectivamente.
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Ja se esperava que houvesse perda de células viaveis apdés a secagem, pois durante a
liofiizacdo as células experimentam condicdes ambientais extremas como baixa
temperatura e baixa atividade de agua que podem induzir danos estruturais e fisiologicos,

resultando na perda de viabilidade de muitas espécies (CARVALHO et al., 2004).

Trealose e sacarose sdo capazes de estabilizar a membrana celular e prevenir a
desnaturacao das proteinas da célula pela formacao de ligacdes de hidrogénio, que ajuda

manter a estrutura terciaria das proteinas na auséncia de agua (LESLIE et al., 1995).

Porém, existe uma dependéncia acentuada entre o aglUcar usado no meio de secagem
com o tipo de acucar previamente incluido no meio de crescimento. Ou seja, 0 micro-
organismo fica mais bem protegido durante a liofilizagdo quando € adicionado do mesmo
acucar presente no meio no qual ele cresceu (CARVALHO et al., 2003). Os resultados
encontrados vao ao encontro a estes dados da literatura, pois o crioprotetor com melhor
desempenho foi glicose 10%, uma vez que este foi o acucar presente no meio (caldo
MRS, 2% p/v de glicose) de crescimento de B. longum 5™. Com base nesses resultados,
ficou estabelecida a glicose 10% como crioprotetor padréo para produzir as microcapsulas

por emulsificacao.

Tendo sido padronizado os parametros para elaboracao das microcapsulas pela técnica
de emulsificacdo, estas foram produzidas. Elaborou-se também as microcépsulas pela
técnica de spray drying, e seguiu-se com as analises para avaliar a eficiéncia de cada
técnica na manutenco da viabilidade de B. longum 5™,

5.2 Andlise de tamanho das microcapsulas

Na Figura 11 esta apresentada a comparacdo entre os valores médios de tamanho das
microcapsulas de alginato puro, que é a matriz base para producdo das microcapsulas
por emulsificacdo, bem como o tamanho daquelas adicionadas de quitosana e amido

resistente antes e apos a liofilizagcado e também das microcapsulas feitas por spray drying.
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Figura 11 Tamanho (um) das microcapsulas de B. longum 5'*: B8 quitosana sem liofilizar, &
quitosana liofilizada, #  alginato liofilizada, ## amido resistente liofilizada, #&mido
resistente sem liofilizar el spray drying. Colunas que apresentam letras iguais nédo
diferem (p<0,05).

O tamanho médio das microcapsulas de quitosana antes da liofilizagdo era de 183 pm e
apos a secagem reduziu para 106,33 um, sendo esta diminuicdo estatisticamente
significativa. Esta reducdo apos a liofilizacdo é desejavel para aproximar mais o tamanho
das microcapsulas de quitosana do tamanho recomendado na literatura para néo afetar a
gualidade sensorial dos produtos com adicdo das mesmas. Reducdo no tamanho da
esfera para valores préximos de 100 um pode ser vantajoso para se obter produtos com
uma boa textura, com a possibilidade de adicdo de probidticos encapsulados a uma
ampla gama de alimentos. No entanto, microcapsulas de alginato nesta faixa de tamanho

podem néo ser eficientes para protecao das bactérias (ANNAN et al., 2007).

J& as microcapsulas adicionadas de amido resistente ndo diferiram de tamanho antes e
apos a liofilizacdo, 53,90 um e 48,63 um respectivamente, da mesma forma como nao
diferiram das microcdpsulas de alginato puro liofilizadas (58,39 um). Etchepare et al.
(2016) nao encontraram diferenca de tamanho entre as microcapsulas de alginato puro e
alginato + amido antes de liofilizar produzidas pela técnica de extrusdo. Estes autores
encontraram valores maiores paras estas particulas liofilizadas quando comparadas ao

presente estudo, sendo 114,51 ym para alginato puro e 78,49 um para alginato + amido.

Esperava-se que o diametro das microcapsulas de alginato puro fosse menor do que as
particulas de alginato adicionadas de amido resistente por terem menos compostos na
formulacdo da microcapsula. No entanto, esta alteracdo esta relacionada a alta
capacidade do alginato em reter agua (ETCHEPARE et al., 2016).
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A microcapsula de menor tamanho foi a obtida por spray drying, com apenas 2,78 pum.
Diversos trabalhos apontam para microcdpsulas pequenas feitas por spray drying, porém
com diametros acima de 10 um como no caso do trabalho de Castro-Cislaghi (2012) que
relatou tamanho de 11 um para microcapsulas contendo Bifidobacterium BB-12 ou de
Fritzen-Freire et al. (2012) no qual o diametro das microcapsulas com bifidobactéria variou
entre 14,45 a 18,78 um. Os referidos autores utilizaram como matriz para encapsulacao
por spray drying o leite desnatado reconstituido, assim como no presente estudo.
Durante as analises de microscopia de for¢ca atdmica, que serdo discutidas no item 5.6,
foram encontrados didmetros de 17 uym para estas mesmas microcapsulas, valor bem

mais préximo aos relatados na literatura.

Esta diferenca no didmetro das microcapsulas pode estar relacionada ao tipo de
equipamento utilizado para afericdo destas medidas. O analisador de particula LS 13 320
Laser Diffraction Particle Size Analyzer (Beckman Coulter), utilizado para medir os
tamanhos submete as microcapsulas por alguns segundos a sonicacdo para evitar
agregacao de particulas durante as analises. Este procedimento pode ter desintegrado
parte das microcapsulas levando a encontrar, no presente trabalho, medidas de tamanho
reduzidas. Esta diferenca de tamanho ja nédo foi tdo discrepante para as microcapsulas de
guitosana e amido resistente quando comparados aos valores obtidos nas técnicas de
difracdo de raio laser e microscopia de forgca atdbmica. No entanto, mesmo com esta
diferenca entre equipamento para afericdo do tamanho, as microcapsulas de spray drying
apresentaram tamanho menor do que as demais microcapsulas estudadas nesse

trabalho.

A viabilidade de bactérias encapsuladas tem sido relacionada com o tamanho da
microcapsula. Hansen et al. (2002) relataram que microcapsulas pequenas de alginato de
céalcio (20 — 70 um) nao protegeram significativamente Bifidobacterium spp. em fluido
gastrico simulado, comparado com as células livres. Fato também observado por Borges
et al. (2012), para microcapsulas de alginato de calcio contendo Bifidobacterium animalis

subsp. lactis BB12 (diametro médio de 50 — 60 pum).

No entanto, essa menor capacidade de protecao relacionada as microcapsulas de menor
diametro, ndo foi observada nas microcapsulas de spray drying, mas somente nas de
guitosana e amido resistente. Como sera demonstrado no item 5.4, as microcapsulas de
spray drying foram as que garantiram melhor protecdo para as ceélulas diante das

condi¢cBes simuladas do TGI. Ainda, é importante ressaltar que as microcapsulas feitas
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por emulsificacdo ndo sao uniformes com relagéo ao tamanho, como pode ser observado

nos altos valores de desvio padréo indicados na Figura 12.
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Figura 12 Tamanho (um) e desvios médios das microcapsulas liofilizadas feitas por
emulsificacdo a 700rpm.

Esta grande variacdo esta relacionada com a técnica de producdo das microcapsulas.
Uma desvantagem do uso da técnica de emulsificacdo é a ampla distribuicdo de tamanho
das particulas (DING & SHAH, 2009). Como os desvios sdo sempre altos, as
microcapsulas de quitosana podem apresentar de 39,58 a 173,10 um (106,33 + 66,75), as
de amido resistente ficam na faixa de 20,97 a 96,61 um (58,79 + 37,82) e as
microcapsulas de alginato puro podem variar de 14,14 a 162,80 um (88,48 + 74,32). No
entanto, mesmo com esta grande variabilidade na distribuicdo de tamanhos para um
mesmo tipo de microcépsula, elas continuam dentro do tamanho recomendando na
literatura, diametro proximo a 100 um (ANAL & SHING, 2007), e provavelmente nao
afetariam a textura caso fossem adicionadas em produtos. Por outro lado, esta variacao
pode ter influenciado fortemente na capacidade das microcapsulas em proteger mais ou

menos as células diante de condi¢bes adversas do meio.

5.3 Estabilidade das microcapsulas feitas pela técnica de emulsificacdo e spray

drying durante armazenamento -20°C

Bruno & Shah (2003) demonstraram que a temperatura de armazenamento a -18°C
maximizou a viabilidade de bifidobactéria liofilizada quando comparada a temperatura de
20°C. Simpson et al. (2005) encontraram significante perda de células viaveis em varias
espécies de bifidobactérias microencapsuladas por spray drying, usando leite desnatado

como matriz, e armazenadas a 15 ou 20 °C. Com base nesses dados, foi escolhida a
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temperatura de -20 °C para armazenamento das microcapsulas, ja que dados da literatura
indicam que a viabilidade de probidticos durante o armazenamento em pd esta

inversamente relacionada a temperatura de estocagem.

Antes de avaliar a estabilidade das microcapsulas durante o armazenamento, é
importante avaliar a sobrevivéncia do micro-organismo diante das condicbes de cada
processo de microencapsulacdo. A porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5™ foi
guantificada considerando a concentragdo inicial de células inoculada na matriz de
encapsulacdo e a concentracdo de células viaveis ao final da producdo das

microcapsulas, utilizando a equacéo 1 apresentada no item 4.6.

Como demonstrado na Tabela 1, os trés métodos de encapsulacdo levaram a perdas na
contagem de células, chegando ao final dos processos de produgdo das microcéapsulas
com menos células do que foi inoculado. Na producdo da microcapsula de quitosana
houve perda de aproximadamente 2,62 logio, na de amido resistente 2,45 logi; € na

microcapsula feita por spray drying a perda foi de 1,34 logio.

Tabela 1 Concentracdo média de células (logiy UFC g*) durante a producdo das
microcapsulas.

o Concentracéao final
. ) Concentracdo inicial ) _
Microcapsulas _ de células nas % rendimento
de células na matriz . )
microcapsulas

(Emulsificagéo)

_ 10,84 + 0,37 8,22 + 0,05 75.90 + 2.44

Quitosana e
(Emulsificacao)

_ _ 11,87 £ 0,10 9,42 +£0,15 7935+ 157

Amido resistente e
Spray dryin

P y_ ying 9,27 £ 0,15 7,93+0,34 8552 + 3.72

(Leite) e

A reducao de células viaveis foi maior nas microcapsulas feitas por emulsificacdo, sendo
semelhante nos dois tipos de microcapsulas (alginato + amido resistente ou alginato +
guitosana). Apesar do processo de secagem por spray drying expor as ceélulas a
condicbes mais extremas de temperatura, este método garantiu a melhor viabilidade

inicial.
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A porcentagem de rendimento nas microcapsulas de quitosana foi maior do que o
encontrado por Chavarri et al. (2010), que obtiveram apenas 40,2 * 2,1% para
Bifidobacterium bifidum encapsulada por extrusdo em microcdpsulas de alginato
revestidas com quitosana. Outro estudo (KRASAEKOOPT et al., 2004) obteve rendimento
de 99,9% para B. bifidum na producdo de microcapsulas de alginato com e sem
revestimento de quitosana. Esta diferenca de resultados pode estar relacionada a
diferenca entre as linhagens, pois 0 sucesso na microencapsulacdo € linhagem

dependente.

Foi avaliada também a viabilidade celular da bifidobactéria nas microcapsulas durante 90
dias de armazenamento a -20°C. Na Figura 13 estdo apresentados os resultados da
porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5 para comparacdo dos trés tipos de
microcapsulas durante a estocagem e na Tabela 8 do Apéndice A os resultados com a
comparacao estatistica entre as microcapsulas. Aqui a porcentagem de sobrevivéncia foi
calculada pela relagdo entre a concentracdo de células no tempo 0 do armazenamento e

nos demais tempos.

A porcentagem de sobrevivéncia das células nas microcipsulas de quitosana é
semelhante (p<0,05) a sobrevivéncia obtida nas de spray drying em todos os tempos de
armazenamento, chegando ao final de 90 dias com 100,01 + 1,92% e 100,92 + 8,36%
para quitosana e spray drying, respectivamente. Ja os valores da taxa de sobrevivéncia
na microcapsula de amido resistente diferem significativamente dos valores obtidos para
as microcapsulas de quitosana e spray drying em todos os tempos avaliados, chegando

ao final de 90 dias com porcentagem de sobrevivéncia de apenas 83,53 + 1,88%.

Quanto a estabilidade na sobrevivéncia de B. longum 5™ em cada microcapsula ao longo
do armazenamento, a porcentagem de sobrevivéncia na microcapsula de spray drying
permanece acima de 97,77 + 1,55% durante todo tempo de estocagem, sem reducao
significativa na porcentagem de sobrevivéncia. Da mesma forma aconteceu na
microcapsula de quitosana, ndo houve diferenca estatistica na porcentagem de
sobrevivéncia ao longo dos 90 dias. O que ndo ocorreu com a microcapsula de amido

resistente, na qual houve reducéo significativa ao longo de todo periodo avaliado.
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Figura 13 Porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5 microencapsulada por =
spray drying, -®-quitosana e amido resistente e armazenadas a -20 °C por 90 dias.
Os resultados obtidos pela andalise da porcentagem de sobrevivéncia indicam que as
microcapsulas de quitosana e spray drying foram mais estaveis e garantiram maior

sobrevivéncia de B. longum 5

durante o armazenamento. No entanto, é preciso ressaltar
a correspondéncia em log;o UFC g™ desta porcentagem de sobrevivéncia. Como pode ser
observado na Tabela 2, a contagem em log de B. longum 5" nas microcapsulas de
quitosana nédo apresenta diferenca (p<0,05) durante os 90 dias e esta contagem € maior
do que nas demais microcapsulas desde o tempo 0, exceto quando comparado as

microcapsulas de amido resistente nos dias 0 e 7.

A viabilidade de B. longum 5 nas microcapsulas de spray drying durante a estocagem
também néo apresentou diferenca entre os periodos de estocagem (p<0,05), como ja foi
demonstrado no gréfico de porcentagem de sobrevivéncia, porém observou-se menor
quantidade de células viaveis (7,51 = 0,25 logio UFC g™*), ap6s 90 dias, dentre as trés
microcapsulas avaliadas. No presente estudo foi utilizado leite desnatado como agente
encapsulante na microcapsulas obtidas por spray drying. Os resultados encontrados
podem ser devido ao leite desnatado ser capaz de prevenir a lesdo celular por estabilizar
a membrana da célula, uma vez que contém proteinas que formam um revestimento
protetor para as células (SILVA et al., 2011). Além disso, segundo (CARVALHO et al.,
2004) o leite desnatado favorece a sobrevivéncia das bactérias em baixa temperatura,
estabilizando os constituintes da membrana celular e formando um revestimento protetor
sobre as proteinas da parede celular. Esta estabilizacdo pode estar diretamente
relacionada a lactose. Segundo Meng et al. (2008), diversos estudos apontam que a

presenca de dissacarideos pode estabilizar a membrana celular durante congelamento e
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armazenamento. Ja as microcdpsulas de amido resistente, sofreram grandes variacdes
na viabilidade de B. longum 5" ao longo do periodo de estocagem, com reducéo
gradativa no numero de células viaveis e chegando ao final dos 90 dias com 7,87 + 0,29

logio UFC g, que representa uma perda de aproximadamente 1,55 log.

Tabela 2 Viabilidade (logio UFC g™) de B. longum 5 microencapsulada por spray drying,
quitosana e amido resistente e armazenadas a -20 °C por 90 dias.

Log1o UCF.g!
Dias 0 7 14 21 28 40 60 90
Quitosana 822+0,052A 788+0,172A 803+0,132A  817+0,092A  798+0,152A  810+0,182~A  810+0,112~A  822+0,112aA
Amido 942+0,16°A 8,34+0,33b8 8,02+0,2728C0  816+0,3528C 7,76 +0,142D  790+0,12°¢0  7,78+0,09bC0 7,87 +£0,29 bCD

Spray drying  7,93+0,35°A 7,.83+0452A 791+0222A  777+0,28%%A  7,75+0,22°A  7,74+0,15¢°A  7,75+0,17°A  751+0,25¢A

ABY Médias na mesma linha seguidas por letras distintas séo diferentes (Duncan p<0,05).

a.b.¢ Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas sédo diferentes (Duncan p<0,05).

Com base nesta comparacao entre porcentagem de sobrevivéncia e correspondéncia em
log, concluiu-se que as trés microcapsulas se mostraram efetivas em proteger B. longum
5 durante o armazenamento, pois o nimero de células viaveis manteve-se acima de 7
log UFC g, atendendo a um requisito essencial para conferir beneficios & salde
(TRIPATHI & GIRI, 2014).

Chavarri et al. (2010) também encontraram boa estabilidade de B. bifidum encapsulada
em alginato revestido com quitosana com contagens de 7,14 log UFC mL™ apés 28 dias
de armazenamento a -20 °C. Sugerindo que o armazenamento a baixas temperaturas &

mais efetivo para manutencao da viabilidade celular.

Homayouni et al. (2008) avaliaram a estabilidade de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB12 em microcapsulas de alginato contendo amido resistente, produzida pela
técnica de emulsificacdo, e armazenadas a -20 °C. Diferentemente do presente estudo, 0s
autores encontraram uma melhora de 30% na viabilidade do probiotico apos 180 dias de
armazenamento quando comparado com a célula livre. De acordo com Etchepare et al.
(2016) esta protecdo do amido em conjunto com alginato, esta ligada a sua capacidade
de promover um efeito sinérgico na gelificacdo, fornecendo protecdo para a célula

probiotica.

Simpson et al. (2005) avaliaram a sobrevivéncia de 11 espécies de Bifidobacterium
encapsuladas por spray drying usando leite desnatado reconstituido como agente

encapsulante. Do total das espécies avaliadas pelos autores, cinco ndo apresentaram
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diferenca significativa na sobrevivéncia apos 90 dias de armazenamento refrigerado e as
demais permaneceram com contagens acima de 6 log;o. Os autores ainda observaram
uma correlagao positiva entre alta sobrevivéncia na secagem por spray drying e tolerancia

intrinseca de varias linhagens ao calor, inclusive de B. longum.

5.4 Viabilidade de B. longum 5, livre e microencapsulada, diante de condicées

simuladas do trato gastrintestinal.

Tendo avaliado a capacidade das microcapsulas proteger as células de B. longum 5™

durante o armazenamento, tornou-se necessario avaliar se as microcapsulas protegeriam

as células quando expostas as condi¢cdes simuladas do trato gastrintestinal.

Na Figura 14 e na Tabela 9 do Apéndice A estdo apresentados os valores das
porcentagens de sobrevivéncia de B. longum 5, livre (cultura fresca) e encapsulada,

exposta as solucdes gastrica (SGS) e intestinal (SIS) simuladas durante 240 minutos.

110 -+
100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 A
20 |

% de sobrevivéncia

T0 T60 T120 T60 | T120 |

5GS | SN |

Tempo (min)

Figura 14 Porcentagem de sobrevivéncia de = B. longum 5™ livre (fresca) e
microencapsulada em microcapsulas de == spray drying, # quitosana e # amido
resistente, submetidas a solucdo simulada géastrica (SGS) e intestinal (SIS) durante 120
minutos de incubagcao em cada solucéo.

A andlise estatistica indicou que porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5 nas
microcapsulas de spray drying foi maior (p<0,05) do que na microcapsula de amido
resistente a partir de 60 minutos em SGS, maior do que quitosana a partir de 120 minutos

em SGS e maior do que a célula livre a partir de 60 minutos em SIS.

Ja a porcentagem de sobrevivéncia nas microcapsulas de quitosana foi maior (p<0,05) do

gue na microcapsula de amido resistente também a partir de 60 minutos em SGS, porém
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foi menor do que a célula livre a partir de 60 minutos em SIS. E a porcentagem de
sobrevivéncia nas microcapsulas de amido resistente foi menor (p<0,05) do que as

células livres a partir de 60 minutos em SGS.

Quanto a viabilidade das células em logi;p UFC mL™ (Tabela 3) ao longo da exposicdo as
condicbes simuladas do TGI, a maior concentracéo de células viaveis de B. longum 5
foi alcancada nas microcapsulas de spray drying permanecendo estavel, sem diferenca
estatistica entre os tempos de incubacgéo, chegando ao final do ensaio com contagens de
7,89 + 0,47 logyy UFC mL™. Nas microcapsulas de quitosana, a primeira reducéo
significativa na contagem de células aconteceu em 120 minutos de SGS e ocorreu nova
gueda na contagem apds 60 minutos em SIS. Ja nas microcapsulas de amido resistente,
a reducdo da viabilidade celular foi gradativa ao longo do periodo de exposi¢cdo as
solugbes, com reducdo significativa nas contagens em todos os tempos avaliados,
atingindo o menor valor ao final do experimento. E por fim, as células livres demonstraram
melhor resisténcia as condi¢cdes adversas de SGS e SIS do que as células encapsuladas
com quitosana ou amido resistente. Apesar de ter ocorrido uma reducao significativa na
viabilidade celular durante o periodo de incubacdo em SGS, o nimero de células viaveis
se manteve estavel durante o periodo de exposicdo em SIS, atingindo 6,77 = 0,24 logio
UFC mi™.

Tabela 3 Contagem (logi UFC ml™') de B. longum 5 livre e microencapsulada em
microcapsulas de spray drying, quitosana e amido resistente, submetidas a solucao
simulada gastrica (SGS) e intestinal (SIS) durante 120 minutos de incubacdo em cada
solucgéo.

SGS SIS % perda
Tempo (min) 0 60 120 60 120 total
Livee BO24097:A 78240724 73604125 705£031:C 67740242 1558
Quiosana 692026 68401504 611405958 527046 520£000°C 2355
A0 | 68B1028%A  550:046°0  431:071°C 34430310 224%016° 6744
Spraydrying  810£061%% 827302724  814£0443A 8040614 7890479 259

AB,C

Médias na mesma linha seguidas por letras distintas sao diferentes (Duncan p<0,05).

2.5.¢ Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas sé@o diferentes (Duncan p<0,05).

Com base nestes resultados, sugere-se que a matriz utilizada (leite desnatado) na
obtencdo das microcapsulas de spray drying reduz a penetragcdo do fluido gastrico
simulado, protegendo as células durante a exposicéo as condi¢cdes simuladas do TGI, por

permanecerem com contagens estaveis, sem diferenca estatistica, ao longo de todo
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ensaio e por apresentarem resultados melhores do que as demais microcapsulas

avaliadas e principalmente, melhor do que as células livres.

O leite tem sido indicado como protetor eficaz de bifidobactérias durante a digestao
gastrointestinal simulada, aumentando assim a sua sobrevivéncia em condi¢bes

fisiologicamente estressantes (SANCHEZ et al., 2010).

A protecdo das microcapsulas de quitosana e amido resistente as células diante das
condicdes simuladas do TGl € divergente na literatura. A microencapsulacdo de
probidticos com prebidticos, especificamente no caso do amido resistente, nao
necessariamente leva a melhora nas propriedades protetoras das microcapsulas
(CHEOW et al., 2016). Sultana et al. (2000) ndo encontraram melhora significativa na
sobrevivéncia de Bifidobacterium longum subsp. infantis, encapsulada em alginato +
amido resistente, durante 3 horas de exposicdo a solucdo gastrica simulada, com
variacdo de pH de 2 a 4, ou durante 3 horas de exposi¢do a solucao intestinal simulada,

com concentracao de bile variando entre 1,0 e 2,0 %.

Chavarri et al. (2010) por sua vez, obtiveram melhora na sobrevivéncia de B. bifidum com
0 uso de alginato revestido com quitosana, com aumento significativo na sobrevivéncia
guando comparado com células livres expostas a condi¢des gastricas simuladas (pH 2,0,
2 h) e intestinais (3,0% bile, 2 h). Por outro lado, Cook et al. (2014) ndo encontraram boa
sobrevivéncia de Bifidobacterium breve encapsulada em alginato revestido com quitosana
apOs exposicdo a solucdo gastrica simulada, chegando ao final de 60 minutos com
apenas 6,6 logiy UFC mL™, uma reducdo de aproximadamente 3 ciclos log quando

comparado a concentracao inicial de células.

Segundo Anal & Shingh (2007) estudos indicam que a viabilidade dos micro-organismos
encapsulados aumenta, quando expostos ao fluido gastrico simulado, quanto maior for o
tamanho da microcapsula. No entanto, esta relacdo ndo foi observada no presente
estudo, uma vez que foram as menores microcapsulas, as de spray drying, as que

apresentaram melhores resultados diante das condi¢coes simuladas do TGl.

Como ressaltado por Souza et al. (2015), a comparacdo direta de resultados entre
estudos é dificultada devido a variagBes de protocolos, incluindo preparo de culturas,
condicbes simuladas, presenca ou nao de enzimas, diferencas entre espécies e

linhagens, dentre outros.
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Considerando, portanto, a baixa eficiéncia das microcapsulas feitas por emulsificacdo em
proteger as células diante de condicbes adversas como baixo pH e presenca de sais
biliares, estas foram consideradas inadequadas para o objetivo final do trabalho que € a
incorporacdo das microcipsulas em um produto para consumo de forma que a célula
mantenha sua funcionalidade. Visando atingir este objetivo, seguiu-se o trabalho com as
microcapsulas feitas por spray drying. Além disso, a tecnologia de elaboracdo de
microcapsulas por emulsificagcdo apresenta a dificuldade de aumentar a escala de
producdo (PICOT & LACROIX et al., 2003), além do baixo rendimento de producéo de
microcapsulas por essa técnica. O que ndo acontece com spray drying que oferece a
vantagem atraente de produzir grandes quantidades de microcapsulas em uma operacéo
continua e simples (PICOT & LACROIX et al., 2004).

5.5 Determinacdo por citometria de fluxo da viabilidade de B. longum 5%

microencapsulada e armazenada a -20 °C

Métodos para investigar o efeito dos processos de microencapsulacdo na fisiologia das
células precisam ser desenvolvidos (RATHORE et al., 2013). O conceito tradicional de
controle da viabilidade celular como uma ferramenta para determinar o valor probiotico
dos alimentos deve ser complementado por uma avaliacao da funcionalidade da linhagem
(VINDEROLA et al., 2011). Além disso, uma variedade de fatores de stress como pressao
osmdtica, atividade de agua reduzida, aumento da concentracéo de determinados ions ou
esgotamento de nutrientes afetam a capacidade de sobrevivéncia das bactérias,
diminuindo assim as suas funcionalidades como probidtico (GANDHI e SHAH, 2015).
Utilizou-se entdo da citometria de fluxo para determinar a viabilidade das células de B.

longum 5

e avaliar os possiveis danos causados pelas diferentes técnicas de
microencapsulacédo testadas deste trabalho. A analise por citometria de fluxo é atil na

avaliacdo da integridade da membrana celular e das atividades enziméticas celulares.

Para tanto, inicialmente foi feito um ajuste de protocolos para o uso dos fluorocromos nas
células. Esse ajuste foi nas concentracdes de Pl e CFDA-SE se deu por meio de titulacdo
dos fluorocromos (APENDICE A), ficando determinadas as concentra¢bes de 1,25 mM
para CFDA-SE e 2,5 mM para PI.

Em citometria de fluxo, para determinar a presenca de bactérias, inicialmente é feita uma
observacgéo da cultura pura sem a presenca de corantes para identificar a caracteristica

da populacdo a ser estudada e determinar seu perfil padrdo de tamanho (FSC) e
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granulosidade (SSC) para selecdo da populacdo de interesse nas demais amostras
(Figura 15 - A). Além disso, as células vivas e uma suspensao contendo um mix de
células vivas e mortas também sao analisadas inicialmente para determinar a
caracteristica e o padrao de resposta das células diante dos corantes utilizados para
marcacgao. Estes padrdes estdo apresentados na Figura 15 (B, C, D e E) na forma de
graficos de distribuicdo de pontos construidos com combinacdes das diferentes
fluorescéncias de Pl e CFDA-SE.

] Q2
5
o4 A B 2
10" 3
. E
)
17}
7]
10 9
o3 ,
31 Bifidum _fQ4 Q3
.1033 843 4023986 0,63
TR T T T T T T T B AARARA . RARILLLL MEREREREL m i
<
10° 0 10° 10? 10° 10° 0 10° 10 10°
FSC-A Branco
5 a1 Q2 s |Q1
10" F4.2¢6:3 C 0,083 10" 3784
4
10 0 7
o 3 3
o -
= —
S [- %
==}
103'~1 |03-:4‘
0 0 ;
Q4
-10 40d4218
T

CFDA-SE Branco CFDA-SE

Figura 15 Gréfico de pontos das células de B. longum 5™ (A) SSC (Side-scattered) x
FSC (Forward-scattered), (B) células vivas sem marcacao, (C) mix de células vivas e
mortas marcadas com CFDA-SE, (D) mix de células vivas e mortas marcadas com Pl e
(E) ) mix de células vivas e mortas marcadas com CFDA-SE (carboxifluoresceina
diacetato succinimidil ester) e PI (iodeto de propidio).

Os graficos foram divididos em quatro quadrantes e a frequéncia dos eventos observada
em cada quadrante foi determinada pelo programa FlowJo. A populacdo no quadrante Q1
representa células coradas apenas com PlI, indicando que a membrana foi comprometida
e gue nado existe atividade de esterase detectavel, ou seja, sdo as células mortas. No
guadrante Q2 estdo as células marcadas com ambos os corantes (Pl e CFDA-SE),
indicando pequeno dano na membrana, porém ainda apresenta atividade de esterases,

estas sao referidas como células injuriadas. No quadrante Q3 estdo as células coradas
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apenas com CFDA-SE, indicando ativa atividade de esterases e membrana celular intacta

(células vivas). E no quadrante Q4 estdo as células sem marcacao.

Identificados os padrées de marcacéo dos fluorocromos nas células de B. longum 5
passou-se para avaliacdo das células microencapsuladas. Na Figura 16 estdo os graficos
de pontos com as células liberadas das microcapsulas e simultaneamente marcadas com

Pl e CFDA-SE para avaliar a viabilidade de B. longum 5

apos as diferentes técnicas de
microencapsulacdo. As figuras da esquerda representam o perfil padrdao de tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC) das células em cada microcapsula e as figuras da direita
representam as ceélulas distribuidas nos quadrantes de acordo com sua marcacao pelos

corantes Pl e CFDA-SE.

Na Figura 16 (A) estdo representadas as células provenientes das microcapsulas de
guitosana na sua maioria (85,9%) marcadas como células injuriadas no quadrante Q2,
6,05% de células mortas (Q1) e apenas 22% marcadas como vivas (Q3). Ja na Figura 16
(B) estdo representadas as células recém-liberadas das microcapsulas de amido
resistente, sendo que também nestas, a maior parte das células (72,8%) foram
identificadas como células injuriadas, 9,93% como células mortas e apenas 9,27%
consideradas como vivas. Ou seja, ao final do processo de producédo das microcapsulas

por emulsificacdo a maior parte das células se encontra injuriada.

Ja na Figura 16 (C), estao as células recém-liberadas das microcapsulas feitas por spray
drying e nestas 71,4% das células foram marcadas somente com CFDA-SE, portanto sao
células vivas e intactas, e apenas 17,1% como injuriadas e 1,49% como mortas, indicando

gue este método de microencapsulacao provocou menor dano celular.

Salar-Behzadi et al. (2013) também encontraram por citometria de fluxo poucos danos na
membrana celular, devido a baixa intensidade de marcacdo com PIl, e melhora da
culturabilidade de B. bifidum BB-12 encapsulada por spray drying utilizando leite
desnatado como matriz. Os autores também avaliaram outros excipientes (pectina, goma
arabica e gelatina) que apresentaram melhores resultados de prote¢édo das células do que

o leite desnatado, no entanto eles ressaltam que este efeito protetor € cultura dependente.

Esta maior quantidade de células intactas observadas nas microcapsulas por spray drying
esta relacionada a capacidade das proteinas do leite em prevenir a injuria celular atraves

da estabilizacdo dos constituintes da membrana celular (SILVA et al., 2011).
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Figura 16 Grafico de pontos apés marcacao dupla com Pl (iodeto de propidio) e CFDA-SE

(carboxifluoresceina diacetato succinimidil ester) das células liberadas das microcapsulas

de (A) Quitosana, (B) Amido resistente e (C) Spray drying. Q1: células mortas, Q2: células
injuriadas, Q3: células vivas e Q4: células sem marcacéo.

A liofilizacdo utilizada no final da elaboracdo das microcapsulas por emulsificacdo pode
ter sido a responsavel pelos danos celulares encontrados no presente estudo. Martin-
Dejardin et al. (2013) avaliaram por citometria de fluxo a viabilidade de B. bifidum,
microencapsulada em matriz de alginato-pectinato, antes e apés a liofilizacdo. Os autores
observaram significante perda na viabilidade das células apés a liofilizacdo, com aumento

na porcentagem de células injuriadas e reducdo na porcentagem de células vivas.
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Com base nestes resultados, buscou-se avaliar se o congelamento a -20 °C logo apds a
obtencdo das microcapsulas por emulsificacdo (microcipsulas de quitosana e amido
resistente) causava menos injarias as células do que o processo de liofilizacdo. As

caracteristicas das células foram determinadas por citometria de fluxo (Figura 12).

Como pode ser observado na Figura 17 (A), as células nas microcapsulas de quitosana
apos o congelamento se encontram 40,9% injuriadas e 52,7% mortas. Ja as células nas
microcapsulas de amido resistente (Figura 17 — B) estdo em sua maioria (48,8%)
injuriadas e 39,7% estdo mortas. Indicando que a producdo das microcipsulas de
guitosana seguida de congelamento (-20 °C) acarretou perda de viabilidade da maior
parte das células. Ja nas microcapsulas de amido resistente foram encontradas menos
células mortas. Este fato pode estar relacionado a etapa adicional na elaboracao das
microcapsulas de quitosana, que inclui agitacdo das microcdpsulas de alginato recém-
formadas na solucdo de quitosana para revestimento das mesmas. Esta etapa pode

51A

provocar maior incorporacdo de ar e contato das células de B. longum com oxigénio.

FSC-A CFDA-SE

Figura 17 Gréfico de pontos ap6s marcacao dupla com Pl (iodeto de propidio) e CFDA-SE
(carboxifluoresceina diacetato succinimidil ester)das células liberadas das microcapsulas
de (A) Quitosana e (B) Amido resistente congeladas. Q1: células mortas, Q2: células
injuriadas, Q3: células vivas e Q4: células sem marcagao.
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O congelamento das microcapsulas obtidas por emulsificacdo ndo pode ser considerado
uma alternativa para substituicdo da liofilizacdo com o intuito de reduzir a morte celular
apos a microencapsulacéo. O uso da liofilizacdo logo ap6s a microencapsulacédo constitui
uma alternativa vidvel, com o objetivo de eliminar agua residual e manter a viabilidade das
culturas probioticas (HOLKEM et al., 2016). A enumeracédo das células em meio sélido,
feita durante o preparo das amostras para citometria de fluxo, também mostrou esta
diferenca, com contagens de 7,15 e 7,23 logy, UFC mL™ para as microcapsulas
liofilizadas de quitosana e amido resistente, respectivamente, e para as microcapsulas
congeladas (-20°C) de quitosana e amido de 5,70 e 6,64 logiwy UFC mL™,
respectivamente. O que indica maior perda de células viaveis nas microcapsulas
congeladas. Conrad et al. (2000) relataram que a morte celular apds o congelamento esta
relacionada com a formacao de cristais de gelo que conduzem a danos estruturais na
membrana, incluindo rupturas, o que resulta em alteracbes no estado fisiol6gico das

células.

Buscou-se também avaliar por citometria o grau de injuria das células nas microcapsulas
de quitosana, amido resistente e spray drying apos exposicdo das mesmas as condicfes
simuladas do trato gastrintestinal. O objetivo foi identificar se as perdas na viabilidade
celular determinadas por plagueamento e descritas no item 5.4, principalmente para as
células nas microcapsulas de quitosana e amido resistente, se relacionavam com o
aumento no grau de injuria das células apos o stress da solucdo acida e da presenca de

sais biliares.

Analisando a Figura 18, observou-se que as células nas microcipsulas de quitosana (A),
apos serem expostas durante 120 minutos as solugbes simuladas SGS e SIS,
apresentaram numero maior de células mortas (46,6%), quando comparado ao peffil
inicial de células indicado na Figura 16 (A) que era de 6,09% no Q1. Além de
consideravel quantidade de células injuriadas (46,9%). Ja as microcapsulas de amido
resistente (B) passaram a apresentar mais células mortas (46,8%) do que injuriadas

(28,7%) apOs a exposicao as condi¢des simuladas do TGI.



82

Q3
125
Al B L B, B
3 3 4 5

Q1 Q2

-103 0 103 10‘ 105 -‘IO3 0 103 104 105
s CFDA-SE

Figura 18 Grafico de pontos apdés marcacao dupla com Pl (iodeto de propidio) e CFDA-SE
(carboxifluoresceina diacetato succinimidil ester) das células liberadas das microcapsulas
de (A) Quitosana, (B) Amido resistente e (C) Spray drying e submetidas a solugéo
simulada gastrica (SGS) e intestinal (SIS) durante 120 minutos de incubag&do em cada
solucao.

As microcapsulas de quitosana e amido resistente apresentaram um padrdo semelhante
de comportamento diante das condi¢des simuladas do TGI, com aumento na quantidade
de células mortas, indicando que estas microcapsulas ndo protegem as células o
suficiente contra as condicbes adversas do meio, como baixo pH e presenca de sais

biliares, reforcando os dados apresentados no item 5.4. Pode-se supor que as células
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nessas microcapsulas ndo chegariam ativas e viaveis o suficiente para atuar no intestino,

caso fossem consumidas.

De fato, bactérias sofrem injurias quando expostas ao pH baixo do suco gastrico,
resultando em respostas irregulares diante do segundo ambiente hostil a ser enfrentado
que € a presenca de sais biliares no intestino (DICKS & BOTES, 2010). Amor et al. (2002)
observaram inducdo de injaria subletal em Bifidobacterium animalis subsp. lactis e B.
adolescentes quando estas foram expostas a variadas concentracdes de sais biliares (0 —

0,25% p/v), possivelmente devido a permeabilizacdo da membrana.

J& as microcapsulas feitas por spray drying (Figura 18 — C) foram as que apresentaram
menor quantidade de células mortas (8,31%) apds exposicao as condicbes simuladas do
TGl e a maior quantidade de células vivas intactas (28,5%). No entanto, € importante
ressaltar que houve consideravel aumento na quantidade de células injuriadas (29%)
guando comparado com o perfil inicial das células nestas microcapsulas (ver Figura 16 -
C) que era de 17,1% no Q2. Mesmo assim, dos trés tipos de microcapsulas analisados,
pode-se supor que as obtidas por spray drying entregariam ao intestino a maior
guantidade de células viaveis e intactas capazes de exercer seus efeitos benéficos. No
intestino, as microcapsulas podem ser desintegradas pela microbiota nativa, por meio do

peristaltismo ou devido ao alto pH, liberando enfim as células (Cook et al., 2012).

O leite utilizado como encapsulante no processo de spray drying tem sido indicado como
protetor eficaz de probioéticos durante a digestdo gastrointestinal simulada, aumentando a
sobrevivéncia em condi¢Oes fisiologicamente estressantes (TOMPKINS, MAINVILLE, &
ARCAND, 2011). Estes resultados podem estar relacionados ao efeito tampéo do leite
gue protegeria as linhagens contra efeitos nocivos do ambiente gastrico e intestinal
(AMINE et al., 2014).

E importante ressaltar também, sobre o aumento na quantidade de células sem marcacao
apos o teste in vitro nos trés tipos de microcapsulas avaliados. Este perfil de células sem
marcacao ndo foi tdo expressivo nos outros ensaios, indicando uma possivel influencia
das solucdes simuladas do TGI sobre a capacidade de fixacdo dos corantes nas células.
Que é o caso de fluorocromos como CFDA-SE que apresentam espectros de excitacao,
de emissdo ou ambos, dependentes de variacdo de pH interno da célula. Uma vez que a
fluoresceina gerada é sensivel ao pH do ambiente e tem seu espectro reduzido quando

em valores de pH reduzido (SHAPIRO, 2003). Se a célula ndo tem habilidade de manter
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alto o pH interno em meios de baixo pH, entdo a capacidade de excitacdo/emissdo de

fluorescéncia da fluoresceina gerada fica comprometida.

Além de células sem marcacdo, no quadrante 4 pode existir uma pequena parcela de
debris, que sdo particulas de sujeiras ou residuos presentes na amostra (podendo ser
residuos das microcapsulas dissolvidas). Doherty et al. (2010) indicaram a necessidade
de pré-tratamento para reduzir a interferéncia dos residuos de proteina da matriz iogurte
antes da analise por citometria. Porém, a concentracdo recomendavel de células para
anélise em citometria de fluxo deve estar entre 10° a 10° células mL™ (CHAMPAGNE &
RAYMOND, 2015). Segundo Wilkes et al. (2012), quando a contagem de células é
elevada na amostra e se torna necessario um maior numero de diluicbes da amostra
antes da andlise por citometria de fluxo, o efeito das particulas da matriz podem se tornar

insignificantes.

Considerando-se que as células nas microcipsulas de spray drying estavam em altas
concentracbes e que foi necessaria a diluicdo de 100 vezes antes da andlise por
citometria, pode-se supor que os 34,2% encontrados no quadrante 4 sdo em sua maior
parte referentes a células sem marcacdo e ndo debris. E que, provavelmente, parte
destas células ndo marcadas estaria corada por CFDA-SE, uma vez que este é o corante
com comprometimento na capacidade de excitacdo/emissao de fluorescéncia devido ao

baixo pH ao qual as células foram expostas.

De qualquer forma, existe um indicio de que parte das microcapsulas de spray drying nao
foi capaz de proteger estas células ndo coradas das condi¢bes adversas das solucdes
simuladas do TGI, pois as células tiveram seu pH interno alterado ap6s exposicao

afetando a marcacdo com CFDA-SE.

Na Figura 19 esta indicada a relacdo entre a porcentagem de células vivas (Q3) obtida
durante as andlises por citometria de fluxo e a viabilidade de B. longum 5 obtida pelo
método padrdo de enumeracdo em meio solido. E na Figura 20 esta indicada a mesma
relacdo, porém as células injuriadas (Q2) foram levadas em consideracdo e somadas a
porcentagem de células vivas para andlise da correlacdo dos métodos. Como pode ser
observado na Figura 19, se for considerada apenas a porcentagem de células vivas (Q3),
o coeficiente de correlagdo determinado entre os métodos é insignificante (r = 0,1970).

Porém, ao somar a porcentagem de células injuriadas + vivas (Q2+Q3) a correlacdo entre
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0s métodos aumenta (r = 0,7246) (Figura 20), indicando que as células injuriadas

apresentadas em Q2 séo cultivaveis em meio sélido.
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Figura 19 Relacédo entre a porcentagem de células vivas coradas (Q3) obtida por
citometria de fluxo e a viabilidade de B. longum 5 (logio UFC mL™) obtida por
enumeracao em meio solido
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Porcentagem de células Vivas + Injuriadas (Q2+Q3)

Figura 20 Relacéo entre a porcentagem de células vivas coradas + células injuriadas
(Q2+ Q3) obtida por citometria de fluxo e a viabilidade de B. longum 5™ (log;o UFC.mL™)
obtida por enumeracao em meio sélido
Como ja foi ressaltado, as células com danos parciais ou minimos na membrana celular
podem recuperar e ainda aparecer como colonias em placas de agar (GANDHI e SHAH,
2015). Em células sob stress, o iodeto de propidio pode entrar na célula durante ou
imediatamente apos a aplicacdo do stress, mas um curto periodo de recuperacao
permitira que os danos da membrana sejam reparados e que Pl ndo seja mais capaz de

penetrar na célula (DAVEY & HEXLEY, 2011b).

As células nas microcapsulas de quitosana e amido resistente apresentaram danos

parciais na membrana, pois a maior parte é corada por Pl e CFDA-SE, mas se recuperam
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o suficiente quando em condi¢des adequadas de crescimento e formam colGnias em meio

solido.

Esses resultados apontam a limitacdo do método de contagem em meio sélido na
investigacdo da viabilidade ou de injdrias celulares, pois é incapaz de indicar o estado real
da célula, e se limita a quantificar quantas bactérias sdo capazes de replicar nas
condicBes previstas para o crescimento (DAVEY, 2011a). Além disso, um namero limitado
de estudos tem monitorado possiveis lesdes induzidas pelo stress dos processos de
microencapsulacdo ao probidtico. A técnica tradicional de enumeragdo em meio solido
para estudar a reprodutibilidade de células é utilizada, no entanto, ndo pode fornecer

informacdes detalhadas sobre o grau de injuria e atividade metabdlica das células.

Por praticidade, em microbiologia é considerada como evidéncia de viabilidade as
repetidas divisées das células na superficie do agar para produzir uma colbnia visivel
(DAVEY, 2011b). No entanto, algumas células podem ser metabolicamente ativas e
capazes de replicar, enquanto outras podem mostrar atividade metabdlica com membrana
intacta, mas ndo sao capazes de se reproduzir. Outras células ainda
podem ser inativas e dormentes, estar com a membrana permeabilizada e comprometida

ou estar danificada de tal modo que a respiracdo nao é viavel (DOHERTY et al., 2010).

A citometria de fluxo, por sua vez, com a combinacdo de corantes de acidos nucléicos e
da atividade enzimatica permite a discriminacdo de estados fisioldgicos adicionais que o
plagueamento celular ndo pode distinguir (TRACY, GAIDA E PAPOUTSAKIS, 2010).
Além disso, outra vantagem importante da citometria de fluxo é a rapidez na determinacgéo
da viabilidade celular quando comparada aos métodos tradicionais de enumeracao da
viabilidade por contagem em meio sélido. Métodos baseados no cultivo de células em
meio solido sdo trabalhosos, demorados e requerem um longo tempo de incubacéo (72
horas) antes dos resultados estarem disponiveis. Isso atrasa a tomada de decisdes e
pode se tornar um gargalo na otimizagéo da producao e controle de qualidade (GENG, et
al., 2014). Portanto, o0 método de citometria de fluxo estabelecido no presente estudo
pode ser um candidato promissor na industria de alimentos como método robusto para

analise rapida do impacto dos métodos de microencapsulacédo sobre a viabilidade celular.
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5.6 Anélises de microestrutura das microcapsulas contendo B. longum 5™ por

microscopia de forca atbmica

Embora a microscopia de forca atbmica (MFA) ndo seja ideal para avaliar toda
microestrutura das microcapsulas, visto que por esta técnica ndo € possivel observar o
interior das mesmas, ela permitiu uma avaliacdo preliminar da morfologia das amostras,
além de comprovar que houve formacdo das microcapsulas com o0s agentes

encapsulantes utilizados.

Antes de conhecer a microestrutura das microcapsulas, foi necessario determinar a

aparéncia das células livres de B. longum 5

por MFA para ser possivel identifica-las no
material de interesse. Na Figura 21 estdo as imagens da morfologia das células livres por
MFA de um cultivo fresco (1 e 2) e nas imagens B3 e B4 a morfologia das células livres

apos a liofilizacao (3 e 4).

20.um 20 m

10 um ‘

Figura 21 Morfologia das células livres de B. longum 51* por Microscopia de Forca
Atdmica em cultura fresca (1 e 2) ou liofilizada (3 e 4)

As células livres em cultura fresca tem um tamanho variavel, entre 4,5 e 5,6 pum.
Observou-se uma divisdo no meio da célula, que poderia ser a bifurcacdo que daria a
aparéncia de V ou Y se a célula fosse vista em outra dimensdo. Como pode ser visto na

Figura 21 - 2, a superficie da célula néo é lisa, mas tem aparéncia escamosa ao longo de
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sua estrutura. Foroni et al. (2011) também estudaram a estrutura de 4 espécies de
bifidobactéria por AFM e nas imagens obtidas por esses autores foi possivel identificar

esta mesma superficie escamosa ha estrutura do micro-organismo recém-cultivado.

No entanto é importante ressaltar que as células presentes nas microcapsulas passaram
pelo processo de secagem, seja por liofilizagdo ou spray drying. Sendo assim, tornou-se
importante avaliar a microestrutura por MFA das células apds ter passado por esse

processo.

Uma dificuldade apresentada para analise por MFA das células liofilizadas foi a
interferéncia do crioprotetor. A presenca da glicose nas amostras levou a obtencdo de
imagens com uma pelicula sobre as células (Figura 21 - 4), tornando a imagem
embacada, o que dificultou a visualizacdo da topografia exata das células liofilizadas.
Porém, em alguns campos da lamina foi possivel encontrar células sem o filme de
crioprotetor (Figura 21 - 3), indicando células sem escamas, diferente da livre, e
aparentemente lisas. Além disso, o tamanho das células continuou semelhante ao das

células frescas e a divisdo, geralmente no meio de célula, ainda foi observada.

Tendo, portanto conhecido o perfil topografico das células livres de B. longum 5, seguiu-

se para as analises das microcépsulas.

Para melhorar a compreensao das analises de microestrutura das microcépsulas feitas
por emulsificacdo, foram elaboradas microcapsulas de alginato puro (sem quitosana ou
amido resistente) e microcapsulas brancas (sem células), com intuito de entender melhor
a microestrutura das microcapsulas de amido resistente ou quitosana, uma vez que estas

tém em sua constituicdo o polissacarideo alginato.

Na Figura 22 — 1 e 2 pode-se visualizar as microcapsulas de alginato liofilizadas, com
tamanho aproximado de 54,46 um. Apresentaram-se com superficie rugosa e nas
imagens de aproximacao foi possivel identificar a presenca de células (Figura 22 — 2)
com tamanho aproximado de 3,52 pum. De uma maneira geral a superficie € mais
homogénea, sem a presenca de sulcos ou depressdes muito marcantes como serao
observados nas microcapsulas de quitosana e amido resistente. JA as microcapsulas
brancas liofilizadas (Figura 22 — 3 e 4), tem diametro menor (27,21 um), com aparéncia
de microcapsula murcha, pois as bordas sdo mais altas do que o meio e sdo também

rugosas, porém sem as proeminéncias caracteristicas da presenca de células.
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Figura 22 Morfologia das microcdpsulas de alginato liofilizadas (1 e 2) e das
microcapsulas brancas liofilizadas (3 e 4 ) obtidas por Microscopia de Forca Atbmica

Nas imagens seguintes estdo os diferentes tipos de microcapsulas produzidas pelas
técnicas de emulsificagdo (matriz de alginato com quitosana ou amido resistente) e spray
drying (matriz de proteina de leite) e as diferengas de microestrutura observadas por meio
da microscopia de forga atdmica. Sdo apresentadas também as imagens de cada tipo de
microcapsula sem a presenca de B. longum 5, denominadas como microcapsulas
brancas, que foi utilizada como padrdao de comparacdo com as microcapsulas contendo a
bifidobactéria.

Na figura Figura 23 podem ser observadas as microcapsulas de quitosana contendo as
células antes e apés a liofilizacdo, além das microcapsulas brancas antes e apés a

secagem.
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Figura 23 Morfologia das microcapsulas de alginato revestido com quitosana antes (1, 2 e
3) e apos (4, 5 e 6) a liofilizacdo e das microcipsulas brancas antes (7) e apos (8) a
liofilizac&o obtidas por Microscopia de Forca Atdmica
As microcpsulas de quitosana foram avaliadas antes e apds o processo de liofilizacéo.
Antes da liofilizagdo elas se apresentaram com maior diametro na MFA, como na Figura
23 - 1. Porém néo foi possivel determinar a altura destas microcapsulas, pois a sonda néo
foi capaz de fazer ao mesmo tempo imagens das microcapsulas e da superficie sobre a

qual elas se encontravam, dando um indicio de que as microcapsulas eram altas.
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Ao fazer imagens de aproximacdo nestas microcapsulas, observou-se que a superficie
era irregular, com presenca de estruturas lisas e rugosas fazendo parte da microestrutura,
como indicado pelas setas na Figura 23 — 2 e 3, sugerindo a presenca de células
distribuidas na superficie. Geralmente as estruturas lisas se encontram em plano mais
baixo do que as rugosas. Algumas destas estruturas lisas foram associadas a células
recobertas pela matriz de alginato (Figura 23 - 2), ao passo que as partes rugosas foram
associadas com a camada de quitosana usada no revestimento das microcapsulas. Ja na
Figura 23 - 3, a estrutura indicada na seta da direita foi associada com B. longum 5
parcialmente descoberta pelo material da matriz da microcapsula, sendo possivel
observar alguns fragmentos de quitosana dispersos na superficie da célula. Sugerindo

gue nem todas as células ficam totalmente protegidas com o revestimento de quitosana.

As microcapsulas liofilizadas (Figura 23 — 4, 5 e 6) apresentaram estruturas semelhantes
as descritas anteriormente, com a diferenca de que a aparéncia geral da microcapsula foi
mais enrugada com menor diametro e com sulcos mais definidos, indicando a perda de
agua consequéncia do processo de secagem. Além disso, a diferenca entre as estruturas
lisas e rugosas da superficie foi mais aparente e marcante (Figura 23 -5 e 6).

J& as microcapsulas brancas (Figura 23 — 7 e 8) a topografia é regular e mais lisa, sem
grandes variacdes de altura na superficie. S8o microcapsulas de bordas altas e regido
central funda, como uma microcapsula murcha. Além disso, nestas microcipsulas sem
liofilizar também foi possivel observar os pequenos fragmentos de quitosana vistos nas

microcapsulas anteriores.

Nas microcapsulas de quitosana, sempre que era identificada a presenca de células na
superficie, a camada rugosa associada ao revestimento de quitosana estava afastada das
células criando sulcos na superficie da microcapsula. Indicando que a célula poderia ter
perturbado a gelificacdo do alginato naquele local e consequentemente sua ligacdo a
guitosana. Uma possivel explicacdo para esta observacao é que a presenca de bactérias
perturba a gelificacdo do alginato na sua imediata vizinhanga (SULTANA et al. 2000;
HANSEN et al., 2002). Estes autores observaram espacos vazios em torno da bactéria
em microcapsulas de alginato e também alginato com amido resistente quando

analisadas por microscopia de varredura.
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Na sequéncia (Figura 24), seguem as imagens das microcapsulas de amido resistente
contendo as células antes e apos a liofilizacdo bem como as microcapsulas brancas antes

e apos a liofilizacao.

40 um

80.pm:

Figura 24 Morfologia das microcapsulas de alginato com amido resistente antes (1 e 2) e
apos (3 e 4) a liofilizagdo e das microcapsulas brancas antes (6) e apos (7) a liofilizacado
obtidas por Microscopia de Forca Atdmica

A topografia das microcapsulas de amido resistente se assemelha muito as microcapsulas
de quitosana. Apesar de serem menores em diametro, tém superficie irregular, com
aparéncia enrugada indicando a presenca de células (Figura 24 - 1). Ao contrario das
microcapsulas de quitosana, nas de amido resistente foi possivel determinar a altura em
relacdo a superficie da lamina, com altura aproximada de 2,8 um. Da mesma forma como
nas de quitosana, nas microcapsulas liofilizadas os sulcos na superficie sdo mais
proeminentes dando aspecto de material seco.
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J& nas microcépsulas brancas (Figura 24 — 6 e 7), a topografia foi regular, lisa, sem
grandes variacfes de altura sobre a microcapsula. Apresentaram diametro menor, quando
comparadas as microcapsulas de amido resistente com células, porém elas pouco se
diferiram em relagdo a altura comparadas a superficie sobre a qual elas foram

depositadas.

Por fim, na Figura 25 estdo apresentadas as imagens das microcdpsulas feitas por spray
drying contendo as células e das microcapsulas brancas, que tiveram como matriz para

encapsulacgéo o leite desnatado.

vy
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Figura 25 Morfologia das microcapsulas obtidas por spray drying contendo as células (1, 2
e 3) e das microcapsulas brancas (4) obtidas por Microscopia de Forgca Atémica

Uma das principais diferencas observadas nas microcépsulas feitas por spray drying
guando comparadas com os demais tipos de microcapsulas deste estudo foi a altura das
mesmas, que vai além da capacidade de deteccdo da sonda. Como pode ser observado
na Figura 25 — 1, a sonda nao foi capaz de formar imagem no centro da microcapsula,
gue é a regido com maior intensidade de brilho, indicando ser uma regido mais alta.

Também foram as menores capsulas, com aproximadamente 17 um de diametro.

Além disso, foi possivel identificar possiveis células recobertas pelo material da matriz na
Figura 25 — 3, uma vez que estas estruturas tém tamanhos muito semelhantes ao

tamanho das células de B. longum 5 livres. Também nesta imagem, observou-se um
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possivel fragmento de célula sem recobrimento, podendo ser a metade de uma célula em

virtude do tamanho aproximado de 2,91 um.

J& na Figura 25 - 2, pode-se observar uma célula de tamanho aproximado de 4,04 pm,
coberta pelo material da matriz de leite, representado pelos granulos polidispersos que
estdo em um plano acima da célula. Isso € representado pela imagem da esquerda
indicando esses granulos como estruturas mais brilhantes e, portanto, mais altas. No
entanto, uma das extremidades desta célula encontra-se descoberta, sem material de

recobrimento, apresentando-se como uma extremidade mais lisa e mais funda.

Ao avaliar a microcapsula branca de proteina de leite (Figura 25 — 4), observou-se as
mesmas estruturas em formato de glébulos polidispersos, sem a presenca de estruturas

lisas que se assemelhassem as células.

Esses granulos polidispersos da matriz de leite foram associados as micelas caseina,
com tamanhos que variaram de 150 a 350 nm aproximadamente, e que sdo capazes de
se agrupar em torno das células, compativel com as micelas observadas por Ouanezar et
al. (2012), com tamanho de aproximadamente 200 nm. J& De Kruif e Holy (2003)
ressaltam que as micelas podem variar de 50 a 600 nm. As caseinas do leite representam
cerca de 80% das proteinas do leite e cerca de 95% das caseinas estdo na forma de
micelas de caseina, sendo que estas particulas formam geralmente esferas grosseiras,
polidispersas (HO RNE, 2009).

Algumas das forcas que estdo envolvidas na associacdo das caseinas e micelas de
caseina com outras porcfes sao interacdes hidrofébicas, atracdo de Van der Waals e
ligacbes de hidrogénio. Gelificacdo induzida pelo calor produz ligacdo sulfidrila entre
proteinas do soro e k-caseina (YAZDI & CORREDIG, 2012).

No leite, as caseinas sdo bastante estaveis ao aquecimento, mas em temperaturas
superiores a 60 °C, as proteinas do soro desnaturam e interagem entre si e com micelas
de caseina, formando agregados através de interacdes hidrofobicas e ponte dissulfeto e
uma quantidade significativa de proteinas de soro de leite torna-se associado com a
superficie das micelas de caseina (DONATO & GUYOMARC’H, 2009).

Segundo esses autores esse agregado das proteinas do soro do leite que se unem as
micelas de caseina, tem aproximadamente 30 nm, no entanto ndo foram observadas

estrutura tdo pequenas nas imagens de MFA. E possivel que seja esta associa¢do entre
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as proteinas do soro e leite com a formagdo desses agregados que leva ao

aprisionamento das células.

5.7 Anélises da microestrutura das microcapsulas contendo B. longum 5™ por

microscopia de eletronica de transmissao (MET)

Foram avaliadas varias metodologias de preparo das amostras de microcapsulas para
determinar qual garantiria melhor preservacdo da estrutura das microcapsuas para a
analise no MET. A metodologia de congelamento das amostras sob alta presséo (Hight
Presure Freezing) garantiu melhor preservacdo das estruturas nas microcdpsulas feitas
por spray drying (Figura 26 — 1 e 2). No entanto, o niumero de estruturas disponiveis nas
telas de avaliagdo no microscopio foi reduzido, limitando a captura de imagens a poucos
campos. Além disso, nos campos avaliados, ndo foram observadas estruturas que

caracterizassem a ocorréncia de fratura nas microcapsulas.

Figura 26 Morfologia das microcapsulas produzidas por spray drying, congeladas sob alta
presséao e crio-fraturadas, obtidas por Microscopia Eletronica de Transmisséo

No entanto, as estruturas encontradas nas microcapsulas obtidas por spray drying na
microscopia eletrbnica de transmissdo foram condizentes com as imagens feitas por
microscopia de forca atdbmica apresentadas no item 5.6. A presenca de caseinas na
matriz € responsavel por estruturas mais enrugadas e densas (SADEK et al., 2014).
Gaiani et al. (2010) reportaram que independente da temperatura de secagem no spray
drying, as proteinas estardo preferencialmente localizadas na superficie, enquanto a
lactose € localizada no nudcleo da microparticula. Essa caracteristica € ainda mais
pronunciada quando o processamento se da em baixas temperaturas de saida, como foi o

caso do trabalho atual (76°C).
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J& as microcapsulas de quitosana (Figura 27 — 1 e 2) e amido resistente (Figura 27 — 3)
nao tiveram suas estruturas bem preservadas, como indicado nas imagens abaixo,
apresentando rachaduras (espacos brancos), tipicas de falhas na técnica de preparo. Isso
porque, durante o corte pode ocorrer a formacao de microtrincas, que sao muitas vezes
erroneamente interpretadas como cavidades ou fratura na amostra. E apesar da
caracteristica da superficie ser enrugada, ndo foi possivel identificar a presenca de
células na superficie das amostras como apontado nas imagens feitas por microscopia de
forca atbmica. E da mesma forma como nas capsulas de spray drying, ndo foram

observados campos que indicassem a fratura das microcapsulas.

— 100 nm

Figura 27 Morfologia das microcdpsulas de quitosana (1 e 2) e amido resistente (3) ,
congeladas sob alta presséo e crio-fraturadas, obtidas por Microscopia Eletrénica de
Transmissao

Na técnica de congelamento por imersdo em nitrogénio liquido, nenhuma das amostras foi
bem preservada durante o preparo e ndo geraram boas imagens no MET, como pode ser
visto nas imagens abaixo referentes as capsulas obtidas por spray drying (Figura28—-1e
2).
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Figura 28 Morfologia das microcapsulas produzidas por spray drying, congeladas por
imersao e crio-fraturadas, obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Para as capsulas de spray drying (Figura 28 — 1 e 2) a metodologia de congelamento por
imersao alterou a superficie das capsulas, tornando-as com aspecto liso. Enquanto as
capsulas de amido resistente e quitosana se desintegraram durante o preparo das
amostras, impossibilitando a captura de imagens. A desintegracdo das microcapsulas de
quitosana e amido resistente pode estar relacionada a etapa de preparo das amostras
que ficaram 30 minutos em solucdo de glutaraldeido em tampao fosfato. As
microcapsulas de alginato se desintegram na presenca de tampéao fosfato, pois o alginato
apresenta baixa estabilidade na presenca de agentes quelantes como fosfatos, que

possui afinidade pelo célcio e desestabiliza o gel formado (LORENZ et al., 2009).

N&o foi possivel alcancar o objetivo esperado com as analises de microscopia eletrénica
de transmissdo, que era fazer a caracterizacdo da microestrutura interna das
microcapsulas. Apesar do uso generalizado de microscopia eletrbnica para a andlise da
estrutura de microcapsulas, as informacdes disponiveis na literatura ainda sao limitadas
sobre os detalhes da preparacdo das amostras, sendo necessarios ajustes nas técnicas e
adequacdes nas metodologias de acordo com cada material empregado como matriz das
microcapsulas. E, portanto, das trés técnicas de preparo avaliadas, nenhuma delas
possibilitou realizar a fratura das microcapsulas, de modo que a adequacédo da

metodologia ainda se faz necesséria para o alcance deste objetivo.
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5.8 Avaliacdo da viabilidade de B. longum 5 incorporada em bebida lactea e leite
puro nas formas livre liofilizada ou microencapsulada, durante o

armazenamento refrigerado

Depois de caracterizar e determinar a microcapsula obtida por spray drying como a
melhor para manutencéo da viabilidade e protecéo as células de B. longum 5, seguiu-se
para a proxima etapa do trabalho que foi a incorporacdo do micro-organismo
microencapsulado em um produto. Foram feitos ensaios preliminares para verificar a

sobrevivéncia de B. longum 5™

microencapsulada (em leite desnatado por spray drying)
ou livre liofilizada adicionadas em bebida lactea fermentada e em leite 10% (p/v). O
preparo da bebida lactea e a contagem das células nesta matriz foram feitos seguindo a

referéncia de Pereira (2012) e os testes foram feitos em duplicata.

Na Figura 29 estdo os resultados destes ensaios, indicando a baixa sobrevivéncia das
células microencapsuladas adicionadas tanto na bebida lactea fermentada, quanto no
leite puro. A concentracao inicial de células inoculadas na bebida lactea ou no leite puro
foi de 7,6 e 8,6 log UCF g™ nas microcapsulas de spray drying ou das células liofilizadas,
respectivamente. Sendo que a primeira determinacdo de viabilidade celular foi feita apés
24 horas, indicando que ja no primeiro dia do armazenamento houve reducdo na

sobrevivéncia de B. longum 5™

em comparacdo com a concentracao inicial de células
vidveis. Pois, a viabilidade das células no dia 01 do armazenamento foi de
aproximadamente 6,0 e 5,0 log UCF g* na bebida lactea ou leite, respectivamente,
adicionados de microcapsulas obtidas por spray drying; e 8,0 log UCF g™ quando bebida

lactea ou leite foram adicionados da célula livre liofilizada.

As células nas microcapsulas de spray drying ndo apresentaram crescimento no 14° dia
de armazenamento refrigerado tanto em bebida lactea quanto em leite puro. Ja as células
livres liofilizadas reduziram gradativamente a contagem de células viaveis ao longo do
armazenamento. Comegaram o armazenamento em bebida lactea fermentada ou leite
com contagens préximas a 8 logip € permaneceram com contagens acima de 6 logi, até
21 ou 35 dias, respectivamente. Sendo que o pH final de cada produto foi de 4,9 para

bebida lactea e de 6,2 para o leite apos 35 dias.

Muitos fatores afetam a viabilidade e atividade de culturas desidratadas por spray drying
ou liofilizagdo e o processo de reidratagcdo dessas culturas pode ser crucial na
sobrevivéncia das mesmas (CARVALHO et al., 2004).
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A microcépsula reidratada, seja no leite puro ou na bebida lactea, ndo foi capaz de
proteger as células durante o armazenamento, diante das condicdes de acidez,
temperatura, presenca de oxigénio ou metabdlitos de outros micro-organismos. Supde-se
gue a reidratacdo liberou as células das microcdpsulas durante o armazenamento,

expondo as mesmas as condi¢des adversas do meio.

Por outro lado, a maior sobrevivéncia das células livres liofilizadas, seja no leite ou na
bebida lactea, pode ser justificada inicialmente pela maior quantidade de in6culo. Como
encontrado também por Capella et al. (2006) que observaram maior viabilidade de uma
combinacdo de probiodticos, contendo inclusive B. longum, durante o armazenamento de

iogurte liofilizado quando a quantidade de in6culo era maior (proximo de 8 logio UFC g™).

Além disso, tendo em vista que o processo de liofilizacdo é mais demorado, a célula tem
tempo para responder ao stress pelo choque frio durante a liofilizacdo (IACONELLI et al.,
2015) e o stress induz uma série de estratégias de sobrevivéncia que proporcionam
protecdo ao micro-organismo apos a secagem (MORGAN et al.,, 2006). A adaptacao
bacteriana a temperaturas baixas € um processo ativo, resultando em aumento de 4cidos
graxos insaturados e sintese de polipeptidios (GIRGIS et al., 2002) que aumentam a
fluidez da membrana da célula e é crucial para a sobrevivéncia das bactérias em baixas

temperaturas durante o armazenamento (BEALES, 2004).

log UFC.g!
O B N W b U1 OO N 0O O

21 28 35
Dias

Figura 29 Sobrevivéncia (logio UFC g*) de B. longum 5 livre e liofilizada = na bebida
lactea, ™ no leite puro e microencapsulada por spray drying adicionada na bebida
lactea e no =+ leite puro
No entanto, apesar da alta sobrevivéncia de B. longum 5™ livre e liofilizada em leite ou

bebida lactea, serd discutido mais adiante que a capacidade de adesdo, que é
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determinado pelas estruturas superficiais das células, pode sofrer altera¢cdes durante o
processo de producéo de células probidticas, afetando como ressaltado, a funcionalidade
das células sem afetar a viabilidade (VINDEROLA et al., 2011).

Com efeito, a sobrevivéncia de bactérias probidticas ndo estd necessariamente
correlacionada com a preservagdo dos seus efeitos benéficos (IACONELLI et al., 2015).
Além disso, probidticos ndo-viaveis também podem, por exemplo, demonstrar aderéncia a
mucosa intestinal para posterior efeito imunodulador (VINDEROLA et al., 2005). Por outro
lado, o armazenamento de probidticos em baixa atividade de &agua durante longos
periodos de estocagem influencia consideravelmente na retencao da atividade enzimatica
do micro-organismo (DIANAWATI & SHAH, 2011). Buscou-se entdo avaliar a
sobrevivéncia de B. longum 5, incorporada em farinha de aveia nas formas livre ou

encapsulada por spray drying, durante o0 armazenamento.

5.9 Viabilidade de B. longum 5, incorporada em farinha de aveia nas formas livre

liofilizada ou microencapsulada, durante o armazenamento refrigerado

Tendo em vista a baixa sobrevivéncia de B. longum 5 microencapsulada e adicionada
em bebida lactea fermentada ou leite puro durante armazenamento refrigerado, buscou-
se um produto com baixa atividade de a4gua e sem a presenca de outros micro-
organismos competidores para incorporacdo das microcapsulas ou da célula livre
liofiizada. Para tanto, optou-se pela farinha de aveia que foi incorporada de

51A

microcapsulas de B. longum produzidas por spray drying ou de B. longum 5 na

forma livre liofilizada.

A temperatura de refrigeracédo (5°C) usada para armazenamento foi escolhida pensando-
se na farinha de aveia como acompanhamento no momento do consumo de bebida lactea
ou iogurte, que sao armazenados em temperatura de refrigeracdo, assemelhando-se a

produtos lacteos que sdo comercializados no mercado acompanhados de cereais.

Também, levou-se em consideragdo exaustivos trabalhos na literatura que indicam a
temperatura ambiente como desfavoravel para manutencdo da viabilidade de micro-
organismos probioticos microencapsulados (GARDINER et al. 2000; BRUNO & SHAH,
2003; RODRIGUES et al., 2011a; DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; HOLKEM et al.,
2016). E que produtos secos contendo linhagens probioticas sofrem dramaticas perdas na

viabilidade quando armazenados a temperatura ambiente, prejudicando gravemente a
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vida util do produto (ROSS, DESMOND, FITZGERALD & STANTON, 2005; UBBINK &
KRUEGER, 2006). No entanto, estudos em andamento no grupo de pesquisa irdo

51A

determinar a viabilidade de B. longum microencapsulada por spray drying durante

armazenamento em temperatura ambiente com controle da umidade relativa.

Observou-se (Tabela 4) que a viabilidade de B. longum 5 microencapsulada por spray
drying manteve-se com contagens acima de 6,70 + 0,21 logio UFC g™ durante 90 dias de

armazenamento refrigerado em farinha de aveia.

Tabela 4 Viabilidade (logio UFC g*) de B. longum 5 incorporada em farinha de aveia
nas formas microencapsulada por spray drying ou livre liofilizada, armazenadas a 5 °C por
90 dias.

Log1o UCF.g"!

Dias 1 7 14 21 28 40 60 90

Spray drying 7,62 +0,022A 752+0,112A 733400624 656+02638 6,82+00528 682+0,0728 676+0,1328  6,70+0,2128B
Livre e liofilizada 8,60 £ 0,31°A 851+0,08A 849+0,17°A 829+0,190A8  827+0,28°A 773+0,39°8 764+0,49°8  754+0,60b8

ABL Médias na mesma linha seguidas por letras distintas sdo diferentes (Duncan p<0,05).

b€ Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas sdo diferentes (Duncan p<0,05).

De acordo com ANVISA (2008), a quantidade minima viadvel para os probiéticos deve
estar situada na faixa de 10% a 10° UFC na recomendacéo diaria do produto pronto para o
consumo, conforme indicacdo do fabricante. A resolucdo da ANVISA (2003) nao
estabelece a porcao diaria de farinha de aveia, mas sim de aveia em flocos, e esta deve
ser de 30 g do produto pronto para consumo, 0 que equivaleria a uma concentracéo de B.
longum 5™ microencapsulada por spray drying de aproximadamente 7,70 + 0,21 logio em
uma porcdo de farinha de aveia ao final de 90 dias de armazenamento. Dentro desta
recomendacado da ANVISA (2008), a porcdo de farinha de aveia com as microcapsulas de
B. longum 5 estaria 0.3 log abaixo do recomendado ap6s 90 dias de armazenamento da
aveia, e estaria dentro do estabelecido pela legislacdo até 14 dias. Esse ajuste, para
atender a legislacdo, pode ser alcancado aumentando a concentracdo de células
encapsuladas a serem adicionadas na farinha de aveia, passando a adicionar 10 g ao
invés de 5,0 g de microcapsulas ou aumentando o volume ou a concentracdo de células a

serem inoculadas na solucédo de alimentag&o para a secagem no spray drying.

Ja a célula livre liofilizada apresentou contagem mais alta, 7,54 logio UFC g™ durante 90
dias de armazenamento. Esta contagem maior das células liofilizadas se deve ao fato da
concentracgdo inicial de células liofilizadas inoculada na farinha de aveia ter sido 1 logio

superior a concentracdo de células microencapsuladas. Sendo assim, ja se esperava que



102

houvesse diferenca estatistica entre as amostras (cé€lulas encapsuladas ou liofilizadas) ao
se fazer a comparacéo da viabilidade através de logi;o UFC g™, como pode ser observado
na Tabela 4. Esta amostra de farinha de aveia com células liofilizadas se manteria dentro
do estabelecido pela ANVISA (2008), que é a concentracdo minima de 10® UFC g™ na
recomendacdo diaria do produto, até os 90 dias de armazenamento, com concentracdes
de aproximadamente 8,54 log;o UFC g™ na porcédo de 30 gramas de farinha de aveia. Por
outro lado, comparando-se a perda de células viaveis das duas amostras ao final dos 90
dias analisados, observou-se que a perda foi de 0,92 log;o, UFC g* para as células
microencapsuladas por spray drying e de 1,06 log;o UFC g* para as células livres

liofilizadas.

Como forma de comparar melhor os resultados de viabilidade das células nas
microcapsulas com as células livres liofilizadas durante o armazenamento, foi calculada a
porcentagem de sobrevivéncia (Tabela 5) das células como forma de igualar o valor inicial

das duas amostras de acordo com a equacao 3:

log final

Equacdo 3: % S = [ ]x 100.

log inicial
Onde:

%S = porcentagem de sobrevivéncia, log final = nimero de células viaveis por grama em
cada tempo do armazenamento em farinha de aveia e log inicial = numero de células

viaveis por grama logo ap6és a incorporacao em farinha de aveia.

Tabela 5 Porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5™ incorporada em Farinha de
Aveia nas formas microencapsulada por spray drying ou livre liofilizada, ambas
armazenadas a 5°C por 90 dias.

% de Sobrevivéncia

Dias 0 7 14 21 28 40 60 90
gf;% 100£02A  9704+2602% 0615+ 0872A48 9179+11828C Q048+ 1192C  8952+0582C  8871+1322C 87,00 +2762C

Livre e

Liofilizada 100+ 0aA  9912+2,7423A8 0894 +4562A8 9396+ 1,873BC  9431+4,223aAC  9020+6,632C0 89,14 +7,662C0 88,09+ 75420

ABL Médias na mesma linha seguidas por letras distintas sdo diferentes (Duncan p<0,05).

2.5.¢ Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas séo diferentes (Duncan p<0,05).

Ao comparar a porcentagem de sobrevivéncia da célula livre liofilizada com a
microencapsulada, adicionadas a farinha de aveia, observou-se que elas nao diferem
significativamente entre si quando comparadas no mesmo tempo de armazenamento, ou
seja, a variacao observada na sobrevivéncia foi a mesma ao longo dos 90 dias em ambos
os tratamentos, chegando ao final do periodo avaliado com a mesma porcentagem de

sobrevivéncia.
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Considerando os dados acima, poder-se-ia concluir que apesar da célula encapsulada por
spray drying e a livre liofilizada terem atingido ao final de 90 dias a mesma porcentagem
de sobrevivéncia, para atender melhor a legislacédo vigente seria indicado usar a célula

51A

livre liofilizada como forma de consumo de B. longum na farinha de aveia, por ela

apresentar maior contagem em log.

No entanto, como foi discutido anteriormente no item 5.5, a viabilidade por meio da
enumeracdo de células em meio solido nédo reflete fielmente o estado de injdria das
células. Sendo assim, buscou-se avaliar a sobrevivéncia das células livres liofilizadas
diante das condi¢des simuladas do trato gastrintestinal e avaliar o perfil de hidrofobicidade
das células nas duas condi¢6es (liofilizada e microencapsulada por spray drying) para
identificar se haveriam respostas diferentes nas células que indicassem maior ou menor

injuria celular.

5.10 Viabilidade de B. longum 5™ livre liofilizada diante de condi¢cées simuladas do

trato gastrintestinal

Também foi usado aqui para comparacao dos resultados as células livres recém-ativadas
(frescas). Como ja se conhecia o perfil de sobrevivéncia das células encapsuladas por
spray drying e das células livres frescas diante das condi¢cdes simuladas do TGI,
apresentados no item 5.2, o objetivo foi identificar se esta condicdo de stress levaria a
danos nas células livres liofilizadas alterando sua viabilidade e consequentemente sua

capacidade de atuacao no TGl apds o consumo.

Diante das condi¢des simuladas do TGI (Figura 30 e Tabela 10 — Apéndice A) pbde-se
observar que as células microencapsuladas por spray drying demonstraram maior
(p<0.05) porcentagem de sobrevivéncia do que as células livres liofilizadas ou a célula
livre fresca. Esta diferenca € significativa nos tempos 60 e 120 no SIS. Aléem de
permanecerem com contagens estaveis, sem diferenca significativa, durante os 240
minutos de exposicao as solug¢des simuladas do TGI (Tabela 6). A célula livre fresca tem
porcentagem de sobrevivéncia igual as demais amostras até 120 minutos em SGS, mas
apos 60 minutos em SIS sofre reducdo na contagem de células e passa a ser menor
(p<0,05) do que a sobrevivéncia das células encapsuladas por spray drying. Porém, ainda
€ semelhante a sobrevivéncia da célula livre liofilizada. Essa ultima, por sua vez, sofre
reducdo nas células viaveis apos 60 minutos em SIS e chega ao final do experimento com

85,70% de sobrevivéncia, valor estatisticamente semelhante ao das células livres frescas.
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O comportamento das células livres, frescas ou liofilizada, foi 0 mesmo ao longo do

experimento.
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Figura 30 Porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5™ livre fresca ==, livre liofilizada
e microencapsulada em microcapsulas de spray drying == , submetidas a solugéo
simulada gastrica (SGS) e intestinal (SIS) durante 120 minutos de incubacdo em cada
solucéo.

E importante ressaltar aqui também que a equivaléncia em log destas porcentagens de
sobrevivéncia coloca a célula livre liofiizada em vantagem quanto a concentracao de
células (Tabela 6), pois chegou ao final do experimento com 9,40 + 0,07 log;p UFC mL™,
valor maior (p<0,05) do que a célula microencapsulada 7,89 + 0,47 log;p UFC mL™. No
entanto, a célula microencapsulada teve contagem estavel, sem diferencga significativa,
durante o tempo analisado. Ao contrario da célula livre liofilizada que sofre duas reducdes
significativas na contagem de células, apés 60 e depois 120 minutos em SIS. Da mesma
forma que a célula livre fresca, que sofre a primeira reducdo significativa apés 120

minutos em SGS e uma nova queda apés 120 minutos em SIS.

Tabela 6 Viabilidade de B. longum 5" (logio UFC mL™) livre fresca, livre liofilizada e
microencapsulada em microcapsulas de spray drying, submetidas a solucdo simulada
gastrica (SGS) e intestinal (SIS) durante 120 minutos de incubagédo em cada solugéo.

SGS SIS % perda
Tempo (min) 0 60 120 60 120 total
Livre 8,02+0972~A 782+0,72aA 736+04138 7,05+0,3128C 6,77+0,242C 1558

. o 10,9810,08b 10,67i0,04b 10,57i0,08 b AB 10’48i0’14 bB 9,40i0,07 bC 14,38
Livre Liofilizada A AB

Spray drying 8,10+ 0,612~ 8270272~ 814+044:* 800%£0,61¢A 7,89+0,47cA 2,59

ABL Médias na mesma linha seguidas por letras distintas séo diferentes (Duncan p<0,05).
Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas séo diferentes (Duncan p<0,05).

a,b,c
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Ou seja, ao contrario da célula microencapsulada por spray drying, as células livres sao
instaveis diante das condi¢cdes simuladas do trato gastrintestinal. Esta diferenca de
comportamento entre as células livres e as encapsuladas diante da situacdo de stress
poderia favorecer a escolha das células microencapsuladas para adicdo na farinha de
aveia. Uma vez que, a atuacao delas no TGI seria mais eficiente apos serem consumidas,
ja que nesta condicdo ndo ha reducdo de células viaveis e, como consequéncia,
possivelmente ndo haveria alteragcdo na funcionalidade do micro-organismo quando

consumido até atingir o 6rgédo alvo, que € o colon.

Além disso, outros fatores podem ser somados ao favorecimento da escolha das células
microencapsuladas. A secagem por spray drying tem sido sugerida como uma alternativa
a secagem por liofilizacdo, pois oferece vantagens como baixo custo, eficiéncia e elevada
taxa de producdo (rendimento) (MENSHUTINA et al., 2010; DIANAWATI, 2014). E a
liofilizacdo é considerada como processo mais dispendioso de tempo e custo (COOK et
al., 2012).

5.11 Perfil de hidrofobicidade de B. longum 5™ livre e microencapsulada por spray
drying

Comparou-se a hidrofobicidade das células livres frescas, liofilizadas ou
microencapsuladas por spray drying para avaliar a associacdo com possiveis injurias
celulares durante os processos de secagem (liofilizagdo ou spray drying). Com esta
analise, a hidrofobicidade bacteriana mostrou ser processo dependente e indicou menor

injuria nas células encapsuladas.

Na Figura 31 estdo apresentados os percentuais de hidrofobicidade das células de B.

longum 5

microencapsulada por spray drying no tempo 0O e ap6s 30 dias de
armazenamento (-20°C) bem como das células livre fresca e livre liofilizada no tempo 0 e

apos 30 dias de armazenamento (-20°C).
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Figura 31 Percentual de hidrofobicidade de B. longum 5'* microencapsulada por 8 spray
drying no tempo 0 de armazenamento## spray drying apés 30 dias de armazenamento

(-20°8, B.longum 5™ livre fresce® B. longum 5™ livre e liofilizada no tempo 0 de

armazenamento B B. longum 5™ livre e liofilizada ap6s 30 dias de armazenamento
(-20°C). * Ha diferenca significativa (p<0,05).

Observou-se que as células microencapsuladas por spray drying, apés 30 dias de
armazenamento, apresentaram maior (p<0,05) hidrofobicidade (14,72%) do que no tempo
0 (3,53%) ou do que as células livres frescas (4,52%), liofilizadas no tempo 0 (1,47%) ou
apos 30 dias de armazenamento (2,28%). Confirmando que o processo de liofilizacao

tende a afetar a capacidade de adesédo da célula.

Ou seja, 0 processo de microencapsulacao por spray drying manteve o perfil hidrofébico
de B. longum 5 sem alteracdo significativa, pois tanto a célula livre quanto a célula
microencapsulada por spray drying apresentaram valores iniciais estatisticamente iguais
de hidrofobicidade. Além disso, a célula microencapsulada foi capaz de aumentar seu

perfil hidrofébico ao longo do armazenamento.

Esta caracteristica pode estar relacionada ao fato do processo de secagem por spray
drying apresentar um tempo de secagem extremamente curto
(ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2010), desta forma, existiria pouco tempo para que o
micro-organismo apresentasse alguma alteracdo a secagem, e com isso, apos
ressuspencdo, as bactérias secas por spray drying devem estar no mesmo estado

fisiol6gico de antes do processo de secagem (IACONELLI et al., 2015).

E dificil, no entanto, comparar os perfis de hidrofobicidade com os dados da literatura,

uma vez que esse perfil € linhagem dependente (PAN, LI & LIU, 2006). Porém, Souza
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(2012) avaliou a hidrofobicidade de B. longum 5 livre, encontrando valores médios de
24,4 + 3,05%. Ao comparar esta porcentagem de hidrofobicidade com a obtida no
presente estudo observou-se que no armazenamento refrigerado as células
microencapsuladas por spray drying tenderam a recuperar seu perfil hidrofébico original.
Além disso, o baixo valor inicial de hidrofobicidade encontrado para as células livres de B.
longum 5™ do presente estudo, quando comparado ao trabalho de Souza (2012), pode
estar relacionado ao fato das culturas cedidas para o preparo do estoque terem sido
fornecidas liofilizadas, ao passo que Souza (2012) usou culturas que nao tinham passado

pelo processo de liofilizag&o.

E bem conhecido no meio cientifico que a liofilizacdo afeta a atividade metabdlica de
muitas bactérias, como resultado das condi¢cdes de stress (JAYAMANNE & ADAMS,
2006). E que esse stress promove diferentes respostas que sao observadas no proteoma
e ao nivel de membrana como alteracdes em lipideos da membrana (mudanca do estado
fisico), que afetam a permeabilidade da mesma, ou como mudancas na estrutura de
proteinas sensiveis na célula (CARVALHO et al., 2003; MENG, et al., 2008; WANG et al.,
2010).

Além disso, as altas temperaturas utilizadas no spray drying podem induzir o micro-
organismo a desenvolver uma resposta de tolerancia ao stress (MORGAN, 2006) como
producdo de proteinas de choque térmico (chaperonas). O papel dessas proteinas é
evitar ligacdes indesejaveis entre aminoacidos intracelulares, além de promoverem o
enovelamento correto de polipeptideos nascentes, a montagem de proteinas complexas e
degradacdo e translocacdo de proteinas, e seu aumento favorece a atividade metabdlica
durante e apOs spray drying, sendo valiosas para fase de recuperacdo apds secagem
(FOSTER, 1991; DE ANGELIS & GOBBETTI, 2004; SHOKRI, 2015). Em estudo feito por
Shakirova et al. (2010) foi reportado um aumento na hidrofobicidade da superficie celular
em relacdo a um aumento no teor de proteinas celulares, detectada por espectroscopia

FT-IR, em Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB12 e Lactobacillus acidophilus LAS5.

Conclui-se entdo que a célula microencapsulada por spray drying teria melhor atuagéo no
TGI, pois chegaria com contagem de células ainda aceitaveis ao intestino, tendo em vista
os resultados do teste in vitro e com maior capacidade de aderir a mucosa tendo em vista

seu aumento do perfil hidrofébico.
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5.12 Custos da microencapsulacao

Segundo De Prisco & Mauriello (2016), o custo da microencapsulacdo de probidticos com
diferentes técnicas, nunca foi revisado, embora muitos autores ressaltem ser um processo
industrialmente viavel (BURGAIN et al., 2011).

Lorenz (2009) calculou os custos relativos a adicdo da cultura probiotica livre ou
microencapsulada no sorvete a partir da cotacdo do pacote de cultura pura e liofilizada
DVS LA-5, fornecida pela Christian Hansen Industria e Comércio Ltda., e do rendimento
da cultura livre em relacdo ao processo de microencapsulacao por spray drying. Obtendo
um incremento de R$ 0,29/L para adigdo da cultura probidtica livre e de R$ 9,21/L para

adicao da cultura microencapsulada ao sorvete.

Seguindo o raciocinio do referido autor para o calculo de custo no presente trabalho, seria
necessario usar como base o preco de uma cultura probiética comercial. Tomando-se
como base o preco atual do saché de 25 g de uma cultura de bifidobacteria liofilizada da
Christian Hansen® (R$ 251,30 com 10* UFC g), essa quantidade seria suficiente para
produzir 2.500 Kg de farinha de aveia probidtica com a concentracao final de no minimo
10° UFC g, que é o minimo requerido para exercer seus efeitos benéficos (TRIPATHI &

GIRI, 2014). Com isso, o incremento adicional no preco da farinha de aveia com adicao

R$ 251,30

da cultura livre liofilizada seria de —— =
2.500.000 g

R$0,0001 /g. J4 1 g da cultura de B. longum

5™ microencapsulada tem a concentracdo média de 10’ UFC g, e 25 g dessa cultura
seria suficiente para produzir somente 250g de farinha de aveia probiodtica. Assim, o

incremento ao custo do grama da farinha de aveia pela adicdo da cultura

R$ 251,30

sy R$1,0052 /g. E um aumento pequeno considerando

microencapsulada seria de

o beneficio da cultura probidtica microencapsulada, tendo em vista que, a
microencapsulacdo foi essencial para a manutencdo da sobrevivéncia e funcionalidade
das células de B. longum 5 durante armazenamento e frente as condi¢ées simuladas do

trato gastrintestinal.

No entanto, este & um calculo simplista, pois ndo foram considerados gastos como preco
e manuntenc¢ao de equipamentos (spray dryer e liofilizador), consumo de energia, perdas
de material ao longo do processamento ou secagem. Este, porém néo foi o foco do
presente trabalho, pois para fazer analise de custos também seria necessario aproximar

0s experimentos ao maximo da escala industrial para que o calculo fosse representativo
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da realidade e pudesse ser usado como parametro no uso ou nao do spray drying. Porém,
a planta piloto de spray drying, na qual € possivel aumentar a escala, € muito cara
(SCHUCK, 2013). Além disso, é dificil extrapolar analises de custos com equipamentos de
escala laboratorial devido a diferenga entre as dimensdes dos equipamentos, rendimento
em gramas, eficiéncia e parametros de secagem. Segundo Fu & Chen (2011), resultados
obtidos em laborat6rio usando spray drying ndo podem ser aplicados para escala piloto ou
industrial, por causa das diferencas nos equipamentos usados, resultando em

consideravel variacdo nos parametros de operagao.

Ja com relacéo a liofilizacdo, essa tem custos de investimento e operacional muitas vezes
maior, sendo sempre recomendavel verificar a aplicabilidade do spray, preferindo sempre
este caso nao haja implicacbes de qualidade no produto seco. Outra vantagem do spray
frente ao liofilizador € a produtividade, a qual € sempre muito superior na secagem por
atomizagao (SCHUCK, 2013) e quando comparado a liofilizagdo, spray drying representa
menor custo com energia (HUANG et al., 2017). Culturas secas sao geralmente
produzidas por liofilizacdo. No entanto, liofilizadores em escala comercial sdo uma saida
cara e a producdo € baixa (ZAMORA et. al, 2006). Ja spray drying possui custos de
processamento comercialmente viaveis, apresentando custo dez vezes inferior ao
processo de liofilizacdo (SCHUCK, 2013).

Assim, com base nos dados da literatura, percebe-se que a secagem por spray drying
constitui um processo promissor alternativo a secagem por liofilizacdo para producao de
culturas bacterianas secas devido ao seu menor custo e maior taxa de producdo (HUANG
et al., 2016).
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CONCLUSOES

As formulacdes de microcapsulas a base de alginato (quitosana e amido resistente) nao
foram eficazes na manutencdo da sobrevivéncia de B. longum 5™ durante o
armazenamento ou diante das condi¢cdes simuladas do trato gastrintestinal. Além disso,
sdo microcdpsulas que apresentaram estrutura muito irregular, com possiveis células

aparentes na superficie e sem recobrimento pelo material da matriz.

Os resultados demonstraram ser possivel a microencapsulacdo de B. longum 5™

por
spray dyring e a sua incorporacdo em farinha de aveia, por apresentarem microcapsulas
gue mantem a viabilidade do micro-organismo durante o0 armazenamento e S0 capazes
de protegé-lo diante de condi¢des simuladas do TGIl. E um processo que ndo altera
grandemente a permeabilidade da membrana e mantém a atividade enzimética da célula
praticamente estavel. Além de possibilitar a célula maior capacidade de adesao ao epitélio
devido a recuperacdo no perfil de hidrofobicidade apds a encapsulacdo. A microcapsula
apresentou estrutura mais homogénea e com raras células sem recobrimento pelo
material da matriz. Concluindo-se que, as microcapsulas produzidas por spray drying sao
adequadas para serem adicionadas em farinha de aveia e que as células se mantem

estaveis neste produto durante os 90 dias de armazenamento avaliados.

Conclui-se também que a viabilidade através da enumeracgdo de células em meio sélido
nao reflete fielmente o estado de injuria das mesmas, existindo uma limitagdo do método
para investigacdo da funcionalidade, dos danos sub-letais ou injuria celular, comprovado
pelos resultados apresentados pela anélise de citometria de fluxo. Enfatiza-se, portanto, a
necessidade de mais estudos sobre o impacto dos processos de microencapsulagcao

sobre a funcionalidade dos micro-organismos e ndo somente viabilidade.
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APENDICE A

Tabela 7 Concentracdo de células em log UFC g™ de B. longum 5 em microcapsulas de
quitosana e amido resistente liofilizadas com diferentes crioprotetores.

log UFC g
Antes liofilizagéo 0 7 14 21 28 42

Sacarose 10% 7,079181 6,886491 6,662758 6,743568 6,824377 6,28868

Glicose 10% 7424882 7,166381 7,254624 7,219587 7,18455 6,727483

Quitosana Trealose 10% 8,932473765 6,755875 6,526463 6,677005 6,735988 6,79497 5515174
Manitol 10% 6,156431 6,076816 5907871 6,172527 6,437183 6,172741

Glicose + Leite 6,759377 6,079181 6,374359 6,669538 6,485737 6,301936

Sacarose 10% 7,069719 7,318063 6,886834 6,870554 6,854274 7,147588

Glicose 10% 7,690799 7,700895 7,555112 7,499803 7,444494 7632934

Amido resistente  Trealose 10% 9,014285626 6,752081 7,085728 6,637731 6,449195 6,26066 7,050342
Manitol 10% 6,487107 6,090432 5,83729 5927796 6,018303 6,691895

Glicose + Leite 7,109279 6,592415 7,49947 7,266298 7,266298 7,033126

Tabela 8 Porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5™ microencapsulada por spray
drying, quitosana e amido resistente e armazenadas a -20 °C por 90 dias.

% de Sobrevivéncia

Dias 0 7 14 21 28 40 60 90
Spray drying  100,0+£0,0°A 9856+ 1,553aA 9989+ 1,522aA  9804+1552A 97,77 +2362A 100,42+3,862A 97,80+2,823aA 100,92 +8,362A
Quitosana 100,0£0,02A 9586+2,382A 9755+1,78aA  9941+1462~A  9712+2382A 9855+2692~A 9857+1,982A 100,01+ 19224
ﬁa?iigtc;nte 100,0£0,02A 8857 +4,41bB 8753+ 342bBD  8660+4,24bBCD 8246 +280°C 83,91+244bBC 8321+0,72C0 83,53 + 1,88 bEC
:E:,Cc Médias na mesma linha seguidas por letras distintas sdo diferentes (Duncan p<0,05).

Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas séo diferentes (Duncan p<0,05).

Tabela 9 Porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5 livre e microencapsulada por
spray drying, quitosana e amido resistente, submetidas a solu¢do simulada gastrica (SGS)
e intestinal (SIS) durante 120 minutos de incubag¢do em cada solugao.

SGS SIS

Tempo (min) 0 60 120 60 120
. 100£0eA  10257+4632A 10068 +227°A  9880+013¢A 9754 +1.71dA

Spray drying
Lvefosca  100£07A 9828460974 92876384 891246685 8560+7,0378
Quitosana 100£0eA  9809+1042A 8812454328 76124 4715C 7440+ 15450
Amido 100£0eA  8114+4195%8  6229+8375C 501346020 32,65+ 3,20¢E
resistente

AB,C

Médias na mesma linha seguidas por letras distintas séo diferentes (Duncan p<0,05).

2.5.¢ Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas sdo diferentes (Duncan p<0,05).
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Tabela 10 Porcentagem de sobrevivéncia de B. longum 5™ livre fresca, livre e liofilizada e

microencapsulada por spray drying, submetidas a solucdo simulada gastrica (SGS) e
intestinal (SI1S) durante 120 minutos de incubac¢ao em cada solugéo.

SGS sIs

Tempo (min) 0 60 120 60 120
Spray drying 100£02A 10257 £4,632A  100,68+2,272A  93.80+0,13bA 97,54 +1710A
Livre fresca 100+£02A  9828+6,092A  9287+63828  89,12+6,6825C 8560+ 7,032C

Livie Liofilzada ~ 100£02A  9720£0432A  0634+0652A 954641344 8570+ 1,1328

ABC Médias na mesma linha seguidas por letras distintas sdo diferentes (Duncan p<0,05).
b€ Médias na mesma coluna seguidas por letras distintas sdo diferentes (Duncan p<0,05).
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This study aimed to evaluate cell injuries in Bifidobacterium longum 5' caused by different microen-

capsulation processes. For this purpose, the probiotic was microencapsulated by emulsification using
alginate with starch or chitosan as well as by spray drying using skim milk as the matrix. The micro-
capsules were characterized by atomic force microscopy, and cell viability was determined by plate count
during storage (—20 °C/90 days). Under simulated gastrointestinal conditions cell injury was analysed
using fluorescence of two probes followed by flow cytometry, and the hydrophobicity of cells was
evaluated by bacterial adhesion to hexadecane. During storage, B. longum 52 remained above 7.51
logio CFU g~! in all microcapsules. However, flow cytometry showed that only microencapsulation by
spray drying maintained the cells without injury and ensured viability under simulated gastrointestinal
conditions. The microstructural analysis showed few cells without coating in these microcapsules. In
addition, flow cytometry showed the limitation of plate count method to assess cell viability, indicating
that even when injured the bacterial cells grow in culture medium. Microencapsulation by spray drying
also ensured the recovery of hydrophobicity during storage. Spray drying microcapsules can be an

Chemical compounds studied in this article:
Chitosan (PubChem CID: 71853)

Starch (PubChem CID: 439341)

Sodium Alginate (PubChem CID: 5102882)
Tween 80 (PubChem CID: 5281955)
Calcium chloride (PubChem CID: 5284359)

alternative to preserve the viability and functionality of probiotics to be incorporated into foods.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The successful survival of microorganisms in the human diges-
tive tract is a challenge for the development of probiotic product
due to the unfavourable conditions encountered during exposure to
processing, storage, and gastrointestinal (GI) environment, which
can cause loss of viability (Schell & Beermann, 2014).

The strain used in this study, Bifidobacterium longum 5%, was
found to be effective in the treatment of constipation in children in
clinical trials (Guerra et al, 2011), presenting the greatest
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sensitivity to antimicrobials, the best growth rate and the highest
capacity to produce antagonistic substances against various path-
ogenic microorganisms (Souza et al., 2012), protecting mice against
Salmonella Typhimurium infection in addition to inducing
IgA + cell proliferation in the gut (Souza et al., 2012), and reducing
the inflammatory response in an experimental murine model of
gout, suggesting its usefulness as adjuvant treatment in patients
with gout and that was able to modulate the inflammatory
response even beyond the gut (Vieira et al., 2015). In addition, this
bacterial strain reduced the parasitic load in animals infected with
Giardia lamblia, suggesting an increase in mucus production as one
of the mechanisms used by the probiotic to reduce the parasitic
load (Fonseca, 2015). Additionally, during Klebsiella pneumoniae
(Kp) infection in mice, oral treatment with B. longum 5'* prevents
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detrimental lung inflammation, by activating innate immune
sensing of bacteria thereby facilitating pathogen bacterial clearance
(Vieira et al., 2016).

A probiotic must have high survival rates in the GI tract to
provide the expected health benefits. In this context, microencap-
sulation has been studied to protect the microorganism against
adverse conditions (Tripathi & Giri, 2014). However, microencap-
sulation itself can also affect cell viability (Rathore, Desai, Liew,
Chan, & Heng, 2013), and a limited number of studies have moni-
tored possible injuries to probiotics induced by the stress of
microencapsulation processes (laconelli et al., 2015; Zheng, Fua,
Huanga, Jeantet, & Chen, 2016). Thus, after technological process-
ing, the control of cell viability must be complemented by func-
tionality studies to evaluate the preservation of the beneficial
effects of probiotics (Vinderola, Binetti, Burns, & Reinheimer, 2011).
In addition, to facilitate the study of strain functionality, flow
cytometry (FC) helps to discriminate additional cell physiological
states, such as cell injury (Tracy, Gaida, & Papoutsakis, 2010), being
considered a sensitive and rapid technique for routine analysis.

Thus, the present study evaluated the effect of different micro-
encapsulation matrices and techniques on two viability parameters
(plate count and cell injury via FC) and two functional parameters
(tolerance to simulated GI tract conditions and hydrophobicity) for
Bifidobacterium longum 5'A,

2. Materials and methods
2.1. Microorganism and culture preparation

Bifidobacterium longum 5' was isolated from the faeces of
healthy children and identified by Multiplex PCR at the Laboratory
of Ecology and Physiology of Microorganisms, Department of
Microbiology, Institute of Biological Sciences, Federal University of
Minas Gerais (Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG), ac-
cording to Kwon et al. (2005). From the freeze-dried culture, a stock
(8.0 logyo colony forming units (CFU) mL~!) was made according to
Faleiro et al. (2015). Immediately before use, three successive ac-
tivations of the culture (24—48-72 h) were performed in
10—20—300 mL of Man, Rogosa & Sharp broth (MRS, Acumedia,
Lansing, MI, USA), respectively, at 37 °C, to ensure final concen-
tration next to 10.0 logio CFU mL~L Then, the culture was centri-
fuged (Sigma 2K15, Osterode, Germany) for 10 min at 2792xg,
washed with sterile distilled water, and resuspended in 3 mL of
peptone water (1 mg mL™"), to obtain next to 10.0 log;g CFU mL ™.

2.2. Microencapsulation by emulsification

The method used for this microencapsulation was adapted from
Brinques and Ayub (2011). For the preparation of calcium alginate
microcapsules coated with chitosan (CaAlC), 10 mL of the cell sus-
pension (10.0 logip CFU mL™') were incorporated into 40 mL of
20 mg mL~! sodium alginate (Sigma-Aldrich, Pool, UK) and emul-
sified in 250 g of soya oil (Soya - Bunge®, Gaspar, Brazil) supple-
mented with 2 mg g~! Tween 80 (Merck, Darmstadt, Germany)
using an automatic stirrer (IKA Eurostar) at 700 rpm for 10 min.
Gelation occurred by adding 500 mL of 0.05 mol L~! CaCl, (Vetec,
Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brazil) with stirring for 10 min at
700 rpm. The mixture was decanted using a funnel, the aqueous
phase was centrifuged (1000 g for 10 min), and the microcapsules
were washed and resuspended, in both procedures, in peptone
water (1 mg mL™!). For coating with chitosan, 15 mL of the sus-
pension of calcium alginate microcapsules were added to 100 mL of
4 mg mL~! chitosan (Sigma-Aldrich, Pool, UK), and the pH was
adjusted to 6.0 with 0.4 mL of glacial acetic acid (Ecibra, Sao Paulo,
Brazil), followed by shaking at 300 rpm for 20 min. The

microcapsules were collected by centrifugation (1000xg for
10 min), washed and resuspended, in both procedures, in peptone
water (1 mg mL™!) at 4 °C. For the production of calcium alginate
microcapsules with resistant starch (CaAlSr), the same procedure
was followed; however, the resistant starch (Ingredion, Brazil) at
20 mg mL~! was added to 40 mL of 20 mg mL~! sodium alginate,
and there was no coating with chitosan. For both microcapsules,
control samples without cells were prepared. At the end of the
microencapsulation, 100 mg mL~! of glucose were added to 2 mL of
the microcapsule suspensions in cryogenic tubes, which were
frozen in liquid nitrogen and lyophilized (Liotop L101, Liobras,
Brazil) at —50 °C for 24 h. Finally, the vials were sealed under
vacuum and stored at —20 °C.

2.3. Microencapsulation by spray drying (SD)

The microcapsules produced by SD were prepared according to
the methodology adapted from Fritzen-Freire et al. (2012). For the
feeding solution, 10 mL of cell concentrate (10.0 logyo CFU mL™1)
were added to 500 mL of skim milk powder (Molico, Nestlé®, Sao
Paulo, Brazil) at 300 mg mL~" and supplemented with 10 mg mL~!
maltodextrin, which was previously autoclaved at 100 °C for
25 min. A spray LM MSD 1.0 dryer (Labmagq Brazil, Sao Paulo, Brazil)
was used with inlet temperature of 130 °C, outlet temperature of
76 + 5.31 °C, feed flow rate of 0.54 L h™', and drying air at
25 L min~L. The powder was collected at the cyclone base and
stored at —20 °C. Control microcapsules without cells were also
prepared.

2.4. Viability during storage of microencapsulated B. longum 5

Cells were released from the microcapsules prepared by emul-
sification by resuspension in sodium citrate (1 mg mL™", pH 6.0)
and vortexing for 5 min (adapted from Krasaekoopt, Bhandari, &
Deeth, 2004). The cells microencapsulated by SD were released
by shaking in phosphate buffer (0.1 mol L™, pH 7.0). Cell viability
was determined after 0, 7, 14, 21, 28, 40, 60, 90 days of storage
(=20 °C) by plate counts on MRS agar (Acumedia) incubated at
37 °C for 72 h anaerobically (Anaerobac, Probac, Sao Paulo, Brazil).

2.5. Atomic force microscopy (AFM)

For characterization by AFM, the microcapsules were placed on
a glass slide, and measurements were performed at room tem-
perature, in air, using a Dimension 3000 atomic force microscope,
monitored by Nanoscope Illa controller (Digital Instruments, Santa
Barbara, CA). The images were obtained in the tapping mode, using
commercially available silicon probes from Nanosensors™ with
cantilevers measuring 228 pm in length, resonance frequency of
75—98 kHz, spring constants of 3.0~71 N m~!, and nominal tip
radius of curvature of 10 nm, with a scan rate of 1 Hz. The
dimensional analysis was performed with NanoScope software (R)
111, version 5.31R1.

2.6. Cell viability, injury, and death analysis by flow cytometry

For the determination of cell viability after exposure to simu-
lated GI tract conditions, 1 g of microencapsulated cells was added
to 10 mL of simulated gastric solution (SGS). The SGS consisted of
0.08 mol L~! HCl, 2 mg mL~! NaCl, and 3 mg mL~! pepsin (Sigma-
Aldrich), pH 2.5. This mixture was vortexed for 10 s, incubated for
120 min at 37 °C, centrifuged at 2792g for 10 min, and the pellet
was added to 10 mL of simulated intestinal solution (SIS) and
incubated for 120 min. At the end of the incubation, the SIS was
centrifuged at 2792g for 10 min and the cells were released from
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the capsules as described in Section 2.4 and evaluated by FC. The SIS
consisted of 0.05 mol L~ NaH,PO04, 0.45 mg mL~! bile salts (Merck,
Darmstadt, Germany), and 1 mg mL™! pancreatin (Sigma-Aldrich),
pH 8.0. The solutions were sterilized by filtration through a 0.45 pm
pore membrane (MF-Millipore, Billerica, MA, USA) (Adapted from
Krasaekoopt & Watcharapoka, 2014).

The FC analyses followed the method adapted from Martin-
Dejardin et al. (2013). The fluorochrome carboxyfluorescein diac-
etate succinimidyl ester (CFDA-SE) (1.25 mM in DMSO, BD Bio-
sciences, Le Pont de Claix, France) was used to assess viability, and
the nucleic acid fluorochrome propidium iodide (PI) (2.5 mM in
DMSO, Sigma, St. Louis, MO, USA) was used to quantify cell injury
and death.

The analyses were performed in flow cytometer (BD LSR For-
tessa) calibrated at every reading with cytometer setup and
tracking (CST) beads (BD Bioscience), equipped with 488-nm
excitation laser and BD FACS Diva software. For colour compensa-
tion, unlabelled beads (BD Bioscience) and fluorochrome-labelled
beads were read in the same CFDA-SE and PI channels. The com-
bination of size (FSC - Forward Scatter) and granularity (SSC - Side
Scatter) was used to discriminate the bacteria from the background
(Fig. 2 — A1, B1, and C1) and the results were analysed with the
Flow]o software, version vX0.7. Fifty thousand events per sample
were acquired.

2.7. Assessing the hydrophobicity of free or microencapsulated cells
by SD

The hydrophobicity of free, newly activated (fresh) or lyophi-
lized (lyophilization occurring as described in Section 2.2) cells was
compared with that of cells microencapsulated by SD. The hydro-
phobicity of fresh or lyophilized free cells was determined ac-
cording to Souza et al. (2013), wherein fresh free cells were
previously cultured in MRS broth at 37 °C for 24 h. In turn, the
hydrophobicity of the SD microencapsulated cells was determined
by adapting the methodology of Vinderola and Reinheimer (2003)
and Riveros, Ferrer, and Borquez (2009). Cells were released from
the microcapsules as described in Section 2.4, centrifuged for
10 min at 2792xg, washed twice in phosphate buffered saline,
resuspended in phosphate buffer and the absorbance measured at
560 nm (ODa). Then, 0.6 mL of hexadecane (Sigma-Aldrich, Pool,
UK) was added to 3 mL of the cell suspension, which were incu-
bated at 37 °C for 1 h, and the absorbance at 560 nm (ODb) was
measured in the aqueous phase. The percentage of bacterial
adhesion tp hexadecane was expressed according to the equa-
tion:H% = E)[%ng’lx 100, where H% = percentage of hydropho-
bicity, ODa = initial optical density, and ODb = final optical density.
2.8. Statistical analysis

The experiments were performed in triplicate. The results were
submitted to analysis of variance (ANOVA), and when significant
difference between the means existed, the Duncan test was used,
considering significant difference for p < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Viability during the storage of microencapsulated B. longum 5'4

The three types of microcapsules evaluated (CaAlC, CaAlSr, and
SD) were effective in protecting B. longum 5'2 during storage, as the
number of viable cells remained above 7.0 logio CFU g~! (Table 1),
which is considered the population level necessary to confer health
benefits (Tripathi & Giri, 2014). The cell viability in the CaAIC and
SD microcapsules did not decrease significantly (p < 0.05) during

storage at —20 °C/90 days, unlike the CaAlSr cells, which suffered
significant reductions (p < 0.05) in viability but still retaining in
high counts at the end of storage.

Chavarri et al. (2010), in contrast with the present study, ob-
tained a lower viability of B. bifidum microencapsulated in alginate
with chitosan after 28 days of cold storage (4 °C) (7.14
log1o CFU mL™1), suggesting that storage at —20 °C is more effective
in maintaining cell viability. By contrast, the stability of the cells in
the SD microcapsules during storage may be related to the milk
present in the matrix of these microcapsules. Milk can prevent cell
damage by stabilizing the constituents of the membrane through
the formation of a protective coating over the cell wall proteins
(Silva, Freixo, Gibbs, & Teixeira, 2011).

3.2. Characterization of the microcapsules by AFM

The CaAlIC (Fig. 1 — A2) and CaAlSr (Fig. 1 — B2) microcapsules
showed an irregular topography, suggesting the presence of cells on
the surface, whereas in the control microcapsules (no cells) (Fig. 1 —
A1, B1), the topography showed to be continuous and without large
height variations on the surface. In Fig. 1 — A2, smooth structures
could be associated with the cells coated with calcium alginate, and
the rough ones with the chitosan-coated cells (as indicated by the
arrows), suggesting that not all the cells were fully protected by
with the chitosan coating.

In the control SD microcapsules (Fig. 1 - C1), polydispersed
spheres with sizes ranging from 150 to 350 nm were observed,
which could be associated with the casein micelles, similarly to the
micelles described by Ouanezar, Guyomarc'h, and Bouchoux (2012).
These spheres clustered around the cells in way that cells uncoated
or partially coated by the matrix material were rare (as shown by
the arrow in Fig. 1 - C2). In milk above 60 °C, the whey proteins
denature and interact with each other and with casein micelles,
forming aggregates through hydrophobic interactions and disul-
phide bonds. Consequently, significant amount of whey protein
becomes associated with the surface of casein micelles (Donato &
Guyomarc'h, 2009) and it is possible that these aggregates lead to
cell entrapment.

3.3. Cell viability, injury, and death of microencapsulated B. longum
5" analysed by FC

The analysis by FC allowed to evaluate B. longum 5' viability
and the possible damage caused by the microencapsulation
techniques.

In both CaAIC (Fig. 2 - A2) and CaAlSr (Fig. 2 - B2) microcapsules,
most cells were double labelled by propidium iodide and carbox-
yfluorescein diacetate succinimidyl ester (85.9% and 72.8%,
respectively), indicating that when produced by emulsification,
most cells are injured in the microcapsules. By contrast, in the
microcapsules prepared by SD (Fig. 2 - C2), 71.4% of the cells were
only labelled with CFDA-SE, meaning that they were alive and
intact, which indicates that this microencapsulation method
caused less cell damage. Salar-Behzadi et al. (2013) also detected
(by FC) little damage in cell membrane of B. bifidum BB-12 micro-
encapsulated by SD using skim milk as the matrix. The larger
number of intact cells in SD microcapsules is probably related to the
ability of milk proteins to prevent cell injuries (Silva et al., 2011).

The present study also sought to evaluate (by FC) the degree of
cell injury in the CaAlC, CaAlSr, and SD microcapsules after their
exposure to simulated GI tract conditions. The high intensity of the
PI staining in Q1 indicated increase of dead cells in the CaAlC
(46.6%) (Fig. 2 - A3) and CaAlSr (46.8%) microcapsules (Fig. 2 - B3),
compared with the initial profile (Fig. 2 - A2 and B2), which was of
6.09% and 9.93% in Q1, respectively. That is, these microcapsules did
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Table 1

Viability (logio CFU g~ ') of microencapsulated B. longum 5'A during storage at —20 °C, for 90 days. CaAlC = calcium alginate with chitosan; CaAlSr = calcium alginate with

resistant starch; SD = spray drying.

Days Log UFC g~!

0 7 14 21 28 40 60 90
CaAlC 822 +0.05% 7.88 +0.172 8.03 +0.13° 8.17 + 0.09 ° 7.98 +0.15° 8.10+0.18° 810+0.11% 822 +0.112
CaAlSr 942 +0.162 834 +033° 8.02 + 0.27 >4 8.16 + 0.35 "¢ 7.76 £ 0149 7.90 +0.12 7.78 + 0.09 < 7.87 £029 <
SD 7.93 + 0352 7.83 + 0452 7.91+£0222 7.77 + 028 2 7.75+ 0222 7.74+0.152 7.75+0.17 2 7510252

2 b. ¢ Means + standard deviation followed by different letters differ statistically in the same line (Duncan test p < 0.05). Values are the means + standard deviation of

triplicates.

Fig. 1. Atomic force microscopy images of control CaAlC (A1), CaAlSr (B1), and SD (C1) microcapsules and CaAIC (A2), CaAlSr (B2), and SD (C2) microcapsules containing cells.
CaAIC = calcium alginate with chitosan; CaAlSr = calcium alginate with resistant starch; SD = spray drying.

not adequately protect the cells against the sequential exposition to
adverse conditions of the simulated GI tract solutions. In fact,
bacteria suffer injuries when initially exposed to the low pH of
simulated gastric juice, resulting in irregular responses to second
exposition to the intestinal hostile environment, which involves the
presence of bile salts (Dicks & Botes, 2010).

The SD microcapsules (Fig. 2 - C3) provided higher cell protec-
tion under the simulated GI tract conditions as demonstrated by
fewer dead cells (8.31%) and more intact living cells (28.5%).
Therefore, this type of microcapsule enables the influx of greater
amount of viable and intact cells to the intestine, where they are
able to exert their beneficial effects. In the intestine, microcapsules
may be degraded by the indigenous microbiota, by peristalsis, or
due to low pH (Cook, Tzortzis, Charalampopoulos, & Khutoryanskiy,
2012). Milk has been indicated as effective protector of probiotics
during simulated GI digestion, probably due to its buffering effect,
which protects bacterial strains against the harmful effects of the
gastric and intestinal environment (Amine et al., 2014; Tompkins,
Mainville, & Arcand, 2011). The increased number of unlabelled
cells (Fig. 2 A3, B3, and C3 - Quadrant 4) following the in vitro test
was associated with the lower binding capacity of the CFDA-SE

fluorochrome. This marker shows excitation/emission spectra
dependent on the internal pH of the cell, and the spectrum of the
fluorescein generated is reduced at low pH values (Shapiro, 2003).
If the cell does not have the ability to maintain neutral internal pH
in low pH environments, then the fluorescence excitation/emission
ability is compromised.

3.4. Comparison between FC and plate count

Fig. 3A shows the correlation analysis between the percentage
of living cells in Quadrant 3 obtained by FC and number of viable
cells of B. longum 5' obtained by plate count, which indicated low
correlation between the methods (r = 0.1970) (extra points from
other analysis performed were added, data not shown). However,
when the sum of injured (Quadrant 2) and alive (Quadrant 3) cell
numbers obtained by FC was used for the analysis, the correlation
with the standard plate count method increased (r = 0.7246)
(Fig. 3B). This indicates that injured cells can also grow on count
medium and shows the limitation of the plate count method in the
analysis of cell viability or injury, which is unable to indicate the
actual cell condition and is limited to quantifying the number of
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Fig. 2. Size (FSC) and granularity (SSC) profiles of the B. longum 5" cell population in the CaAIC (A1), CaALSr (B1), and SD (C1) microcapsules. Dot plots after double staining with PI
and CFDA-SE of the cells released from the CaAIC (A2), CaAlSr (B2), and SD (C2) microcapsules and the cells released from CaAlC (A3), CaAlSr (B3), and SD (C3) microcapsules after
exposure to simulated intestinal and gastric solutions for 120 min. Q1: dead cells, Q2: injured cells, Q3: live cells, and Q4: unstained cells. CaAlC = calcium alginate with chitosan;

CaAlSr = calcium alginate with resistant starch; SD = spray drying.

bacteria able to replicate under the growth conditions (Davey &
Hexley, 2011).

Therefore, the FC method established in this study was found
appropriate and reliable for assessing cell injury and may be useful
in the food industry as robust method for rapid analysis of the
impact of microencapsulation methods on cells.

3.5. Hydrophobicity of free or SD-microencapsulated B. longum 5'4

The hydrophobicity of fresh cells, freeze-dried cells, or cells
microencapsulated by SD was compared (Fig. 4) to assess the as-
sociation with possible injury during the drying process (lyophili-
zation or SD). The cells microencapsulated by SD showed higher

(p < 0.05) hydrophobicity (14.72%) after 30 days of storage than at
time 0 (3.53%). This was not observed for fresh and lyophilized cells
(4.52% and 1.47%, respectively, at time O and 2.28% after 30 days of
storage). According to Gandhi and Shah (2015), during lyophiliza-
tion, the concentration of certain ions affects the survival capacity
of bacteria, reducing their functionality as probiotics. However, the
hydrophobicity profiles obtained here are difficult to compare with
data in the literature because this profile is strain dependent (Pan,
Li, & Liu, 2006).

By contrast, given that SD takes place within an extremely short
period (Anandharamakrishnan, Gimbun, Stapley, & Rielly, 2010),
there would be little time for the microorganism to undergo any
sort of change due to drying. Thus, after resuspension, the bacteria
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Fig. 3. Relationship between the (A) percentage of live cells (Q3) or the (B) percentage of live cells + injured cells (Q2 + Q3) obtained by FC and the viability of B. longum 5' (log

CFU mL~") obtained by plate counts.
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Fig. 4. Percentage of hydrophobicity of B. longum 5' microencapsulated by & SD

(spray drying) at storage time 0 (—20 °C), & SD after 30 days of storage, & B. longum 5'A
free and fresh, s B. longum 5' free and Iyophilized at storage time 0 (—20 °C), and ®
B. longum 5" free and lyophilized after 30 days of storage. * ° Different letters indicate
significant differences (Duncan test p < 0.05).

are most likely in the same physiological state as before the process
(Iaconelli et al., 2015). In addition, the high temperatures used in SD
may induce stress tolerance response (Morgan, Herman, White, &
Vesey, 2006), such as the production of heat shock proteins,
which favour metabolic activity after SD and are valuable for the
recovery phase after drying (De Angelis & Gobbetti, 2004; Shokri,
Fazeli, Ardjmand, Mousavi, & Gilani, 2015). Shakirova, Auzina,
Zikmanis, Gavare, and Grube (2010) reported an increase in cell
surface hydrophobicity alongside the increase in cell protein con-
tent detected by FT-IR spectroscopy in B. animalis subsp. lactis Bb12
and L. acidophilus LA5.

4. Conclusions

Microencapsulation with CaAlC or CaAlSr was not effective in
maintaining cell survival under simulated GI tract conditions. In
addition, these microcapsules have irregular structures, with
possible cells present on the surface and without coating by the
matrix material. By contrast, B. longum 5'* SD microcapsules can be
an alternative to preserve the viability and functionality of pro-
biotics incorporated into foods because these microcapsules pre-
served cell survival and ensured cell protection and integrity under
simulated GI tract conditions. In addition, SD microcapsules have
increased capacity to adhere to the epithelium due to the recovery
of hydrophobicity after microencapsulation. Moreover, microcap-
sules with homogenous structure and few cells uncoated by the
matrix material are produced. It is also concluded that viability

assessment by plate count does not reflect the injury state of cells,
suggesting a limitation of this method for analysing sub-lethal
damages. Thus, more studies regarding the impact of microen-
capsulation processes on the functionality of microorganisms and
not only their viability are required.
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