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Il Resumo

O probidtico composto por Saccharomyces cerevisiae foi encapsulado
pelo método de imobilizagcdo em cubos de agar-agar, em diferentes gomas
comerciais e mucilagens, com o objetivo de proporcionar liberacao controlada
do microrganismo durante simulac&o gastrointestinal in vitro. Foram utilizados
agar-agar (A-A), alginato (ALG), iota-carragena (I-CAR), goma arabica (ARA), taro
(TARO), inhame (INH), linhaga (LIN) e quiabo (QUI) como materiais encapsulantes.
Durante a simulacéo, foi realizada a contagem da levedura liberada das diferentes
matrizes e a viabilidade do probidtico ndo encapsulado. Para analisar e diferenciar
0s tratamentos, foram obtidas imagens por microscopia eletrénica de varredura.
As células n&o encapsuladas apresentaram viabilidade de 94 % (p < 0,05). Os
tratamentos apresentaram a seguinte ordem crescente de liberac&o da levedura:
QUI<LIN<ALG<INH<ARA<I-CAR<A-A<TARO. Através das microfotografias, ndo
foi possivel diferenciar os tratamentos, porém todos os materiais encapsulantes
envolveram as leveduras, conferindo protecéo fisica. No exterior da matriz de
encapsulacéo, foi possivel observar a presenca de poros e fissuras, o que pode
ter favorecido a difusdo das células para o meio externo. Concluiu-se que a
mucilagem de quiabo demonstrou ser um material encapsulante alternativo natural
e mais eficiente do que as gomas comumente usadas no mercado.

Palavras-chave: Mucilagens, Leveduras; Encapsulacdo; Gomas, Hidrocoloides.

I Summary

The probiotic composed of Saccharomyces cerevisiae was encapsulated by
the method of immobilization in agar cubes, in order to provide a controlled release
of the microorganism during simulated in vitro gastro-intestinal conditions (SGI). The
following were used as encapsulating materials agar-agar (A-A), alginate (ALG),
iota-carrageenan (I-CAR), gum Arabic (ARA), taro (TARO), yam (YAM), linseed
(LIN) and okra (OKRA). A count was made of the yeast cells released from the
different matrices during the simulation, and the viability of the non-encapsulated
probiotic cells was also determined. Images were obtained by scanning electron
microscopy to analyze and differentiate the treatments. The non-encapsulated cells
showed 94 % (p < 0.05) viability. The treatments showed the following numerically
increasing order of release of the yeast: OKRA<LIN<ALG<YAM<ARA<I-CAR<A-
A<TARO. Treatments, could not be differentiated from the microphotographs, but,
all the encapsulating materials coated the yeasts, providing physical protection.
The presence of pores and cracks could be seen on the outside of the beads,
witch may have favoured cell diffusion to the outside. The natural okra mucilage
was shown to be the best alternative as an encapsulating material being more
efficient than the commercial gums commonly found on the market.

Key words: Mucilages; Yeast;, Encapsulation; Gums; Hydrocolloids.
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Il 1 Introducao

O uso de biopolimeros tem apresentado um forte
estimulo no mercado em razdo das muitas possibilidades
lucrativas para usos industriais € no mercado internacional
(OKOJIE et al., 2010). A principal propriedade das gomas
€ a capacidade de se ligar com agua, podendo atuar
como aditivo em alimentos processados para modificar
0s componentes de textura e propriedades funcionais,
com 0 objetivo de aprimorar a qualidade dos produtos
finais (GLICKSMAN, 1969). A capacidade de ligacdo com
a agua faz dos carboidratos os materiais mais utilizados
para encapsulacdo (DZIEZAK, 1988). Microencapsulacao
pode ser definida como um processo de empacotamento
de materiais soélidos, liquidos ou gasosos em capsulas
extremamente pequenas, as quais podem liberar
0 conteudo de forma controlada e sob condicdes
especificas (FAVARO-TRINDADE et al., 2008). Varios
estudos tém sido realizados com o objetivo de verificar o
efeito benéfico da microencapsulacéo sobre a viabilidade
das culturas probidticas, durante o armazenamento do
produto e a passagem pelo trato gastrointestinal (RUIZ,
2011). A defini¢cdo para probiodticos comumente utilizada
é a proposta por Fuller (1989), que os descreve como
um suplemento alimentar constituido de microrganismos
vivos, capazes de beneficiar o hospedeiro por meio do
equilibrio da microbiota intestinal. A levedura de cana-
de-acgucar, Saccharomyces cerevisiae, pode ser utilizada
como probidtico com exceléncia (PENNACCHIA et al.,
2008; RAJKOWSKA e KUNICKA-STYCZYNSKA, 2010).
Nas industrias de alcool, em funcao da rapida velocidade
de crescimento deste microrganismo, ocorre sempre
0 excesso de producdo de levedura, que pode ser
usada para os mais diversos fins depois de desidratada
(GRANGEIRO et al., 2001). A resisténcia da levedura
em ambientes criticos pode ser uma o6tima ferramenta
para pesquisas de liberacdo controlada do nucleo
de microcépsulas, sob condi¢des gastrointestinais
simuladas, originando respostas mais precisas, uma
vez que 0 microrganismo sobrevive em condi¢cdes
ambientais adversas e pode manter-se viavel em todo
periodo de avaliagao de uma simulacéo gastrointestinal.
O desprendimento das células durante a simulac&o pode
ser avaliado sem que ocorram respostas subestimadas,
pois as leveduras conseguem sobreviver durante todo o
processo. Segundo Liserre et al. (2007), estudos sobre
a sobrevivéncia de bactérias probidticas em solucdes
tamp&o podem levar a resultados erréneos, porque o
potencial de sobrevivéncia pode ser subestimado. Ainda
ressaltam que os resultados da literatura sobre a eficacia
de encapsulamento para prote¢do de culturas probidticas
sdo controversos e existe uma alta variagdo nos
parametros avaliados, o que torna dificil a identificacdo
do melhor procedimento de microencapsulagao. O
objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes materiais
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encapsulantes naturais e comerciais na liberacao
controlada do probiotico encapsulado Saccharomyces
cerevisiae sob condi¢bes gastrointestinais simuladas.

I 2 Material e métodos

2.1 Microrganismo probiodtico

A levedura viavel desidratada (Saccharomyces
cerevisiae) foi obtida através do produto comercial Biosaf
SC-47, produzido por Lesaffre — Saf Agri Brasil.

2.2 Materiais encapsulantes comerciais

Foram utilizados para a encapsulacdo Agar-Agar
(Becton Dickinson & Co.), Alginato de Sédio (Vetec),
Goma Aréabica (Sunset) e lota-Carragena (Griffit).

2.3 Materiais encapsulantes naturais

Foram extraidas mucilagens de inhame, taro,
linhaca e quiabo, através da metodologia proposta por
Lima (2007), e aplicadas como materiais encapsulantes.
Cem gramas de cada produto foram mantidos em 500 mL
de agua destilada a temperatura ambiente por 2 horas e,
apos este periodo, completou-se o volume para um litro,
removendo-se o residuo com peneira fina para obter a
mucilagem.

2.4 Encapsulacéao do probiético com mucilagens e
gomas

O método de encapsulacao utilizado foi o de
imobilizacdo em cubos de dgar-agar, adaptado do modelo
proposto por Behera et al. (2010). Para cada processo
de encapsulacao, foi utilizado um volume total de 250 mL
para todos os oito tratamentos, sendo estes descritos na
Tabela 1.

O tratamento denominado ‘A-A’ foi considerado
como controle dos processos de encapsulagédo, pois
os demais tratamentos tinham como base o agar-agar
na mesma concentracdo, porém eram adicionados de
mucilagens ou gomas. Inicialmente, a solu¢gdo composta
por 4 % (p/v) agar-agar e Tween-20 (1 mL.L™"), adicionada
ounédo de 1 % (p/v) de gomas, foi esterilizada em autoclave
por 15 minutos a 121 °C. O Tween-20 foi utilizado para
aprimorar a permeabilidade da capsula e, com isso, evitar
a ruptura desta pelo CO, produzido pelo microrganismo
(CHANG et al., 1996). Apos a esterilizagcéo, a solucéo
foi mantida em banho-maria até atingir a temperatura de
42 °C, quando o pH foi ajustado para 6,6 com uma solugédo
de NaOH 1N ou HCI 1N, para que 10 % (p/v) do probiotico
fosse adicionado e homogeneizado por 15 segundos
através de um mixer (Philips RI1341). A mistura foi
rapidamente vertida em um recipiente de acrilico (20,5 cm
x 14,5 cm) e mantida sob refrigeracdo a 4 °C por 2 horas
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Tabela 1. Relagdo dos tratamentos e suas composicdes.

T Probiético Agar-agar Agua destilada Gomas Mucilagem

(% - p/v) (% - p/v) (mL) (% - p/v) (mL)

1. Agar-Agar (A-A) 10 4 250 X X

2. Alginato (ALG) 10 4 250 1 X

3. Goma Arabica (ARA) 10 4 250 1 X

4. lota-Carragena (ICAR) 10 4 250 1 X

5. Mucilagem Inhame (INH) 10 4 X X 250

6. Mucilagem Taro (TAR) 10 4 X X 250

7. Mucilagem Quiabo (QUI) 10 4 X X 250

8. Mucilagem Linhaca (LIN) 10 4 X X 250

*Em todos os tratamentos foram adicionados 0,1 % (p/v) de TWEEN-20.

para solidificar. O bloco obtido foi cortado igualmente em  em agar extrato de levedura glicose cloranfenicol (YGC)
cubos de 5 mm?3 por meio de um cortador manual. Os  (Becton Dickinson & Co.) e incubadas aerobicamente
cubos foram redistribuidos novamente nos recipientes  a 25 °C por 96 horas. Cada tratamento foi avaliado em
de acrilico e mantidos em estufa com circulagéo de ara  ftriplicata, sendo que, para cada repeticdo, as diluicoes
45 °C por 48 horas, para realizar a secagem, liberando  foram plaqueadas em duplicata para efetuar a média

todo o contetido de umidade incorporado. da contagem das colénias. A liberagdo ou a viabilidade
foram representadas em porcentagem utilizando-se a
2.5 Liberacao da levedura encapsulada sob Equag&o 1, prescrita por Pennacchia et al. (2008):

condicOes gastrointestinais simuladas
_ . o Liberagao ou Viabilidade (%) = (Cf/Ci) x 100 (1)
Para simular os sucos entéricos e gastricos,

foi utilizada a metodologia proposta por Liserre et al. ~ €m que: Cf = contagem (log UFC.g") apds o processo;
(2007). O probidtico encapsulado e livre foi analisado ~ Ci = contagem (log UFC.g™") antes do processo.

em relacao a sua liberacao das cépsulas e viabilidade, Para alcancar a contagem inicial das células
respectivamente, nas diferentes solu¢des tampao  contidas nas cépsulas, foi proposto homogeneizar as
e tempos de avaliagdo. Assim, 10 g do probidtico,  amostras previamente, triturando 5 g de amostra em
encapsulado ou ndo, foram incorporados em 90 mL de 45 mL de agua peptonada estéril (45 °C), utilizando-se
solugdo acida (pH 1,5) com pepsina3g.L™ (Inlab) elipase  ym homogeneizador tipo turrax (Marconi, MA-102) por

0,9 mg.L"" de Rhizopus oryzae (Sigma), e incubados 30 segundos, como descreve Annan et al. (2008).
a 37 °C por 120 minutos, com agitacédo a 150 rpm.

Posteriormente, o pH foi ajustado para 5,6 e adicionou-se
pancreatina 1 g.L™" (Inlab) e sais biliares ou Oxagall
10 g.L" (Difco), com incubacéo a 37 °C por adicionais Para analisar a microestrutura das matriz de
120 minutos, sob agitagdo a 150 rpm. Por fim, o pH foi ~ encapsulagé&o, foi utilizada a metodologia proposta por
ajustado para 7,5 e as concentragbes de pancreatina e  Ainsley-Reid et al. (2005) com algumas modificacoes. As
sais biliares foram reajustadas para 1 g.L' e 10 g.L, matriz de encapsulacéao foram fixadas em glutaraldeido
respectivamente, considerando-se o volume de solugdo 2 % (p/v) em tampéao fosfato 0,1M pH 7,2 por uma hora em
alcalina adicionado ao sistema e incubado a 37 °C por  temperatura ambiente, fraturadas em nitrogénio liquido e
120 minutos, com agitagdo a 150 rom. Aliquotas foram  mantidas na mesma solugéo over night. No dia seguinte,
removidas nos tempos 5, 30 e 120 minutos nos diferentes  foram submetidas a mais trés lavagens de 15 minutos
valores de pH para efetuar a contagem (UFC.g™") de  cada em tampéo fosfato e, posteriormente, mantidas
Saccharomyces cerevisiae liberadas das matriz de  gm solucao de ésmio 1 % (p/v) em tampao fosfato 0,1M

2.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

encapsulagao. pH 7.2 por uma hora sem iluminacéo, lavadas trés vezes
em tampé&o fosfato por 15 minutos cada e desidratadas

2.6 Contagem de Unidades Formadoras de Col6nia gradualmente em etanol 70, 80, 90 e 100 %, por um
(UFC) de S. cerevisiae por grama de amostra periodo total de uma hora e 55 minutos. Por fim, as matriz

Para realizar a contagem Unidades Formadoras de encapsulacdo mantidas em alcool 100 % foram secas
de Colénia (UFC) do probidtico livre e liberado das  em ponto critico (BAL-TEC, CPD 030), recobertas com
capsulas, foi empregada metodologia proposta por  ouro (BAL-TEC, SCD 050) e observadas em microscopio
Guillou et al. (2003). As aliquotas iniciais foram diluidas a  eletronico de varredura (FEI QUANTA-200, Phillips) em
concentracdes apropriadas e semeadas em profundidade  alto vacuo e tenséo de 20 kV.
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2.8 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a anélise de
variancia, seguida da comparagcao de médias pelo teste
de Tukey a 5 % de probabilidade, por meio do pacote
computacional SISVAR (Sistema de Anélise de Variancia
para Dados Balanceados).

I 3 Resultados e discussao

3.1 Simulacao gastrointestinal in vitro do probiético
nao encapsulado

No inicio do processo da digestéo in vitro, quando
0 microrganismo é submetido a uma condi¢do de pH
extremamente &acida (pH 1,5) e as enzimas (lipase
e pepsina), a viabilidade diminuiu apenas 6,0 %,
mantendo a sobrevivéncia de 94 % constante durante
todo o processo, demonstrando que 0 microrganismo
é resistente as condicOes gastrointestinais simuladas.
Na passagem de pH 1,5 para 5,6, além da solucéo
alcalina, s&o acrescentados sais biliares e pancreatina
ao sistema, e nota-se que estatisticamente nao houve
diferenca (Tabela 2). Portanto, é possivel concluir que o
principal fator que conferiu a queda de 6 % na viabilidade
do microrganismo na simulagéo gastrointestinal foi o pH
acido, pois o0 aumento do pH e a adicao de sais biliares
e enzimas (lipase, pepsina e pancreatina) nao alteraram
a contagem até o final do procedimento. O desempenho
pode ser explicado pelo comportamento Unico de cada
enzima nos determinados valores de pH.

Rajkowska e Kunicka-Styczynska (2010) isolaram
cepas Saccharomyces cerevisiae de kefir e fezes de
frangos, e analisaram a sobrevivéncia das leveduras
obtidas em condicdes gastrointestinais simuladas,
comparando os resultados com cepas comerciais
(Henterol®, Hamadin® e Omniflora®) e algumas de colegéo

(MYA-796 e MYA-797). A concentracdo de sais biliares
(0,1 e 1 %) né&o influenciou a viabilidade das cepas, sendo
que todas foram resistentes por um periodo de 4 horas a
37 °C. Na simulacao gastrointestinal, todos os tratamentos
apresentaram resultados de viabilidade entre 75,50-
93,20 % e 83,10-97,30 % apods 4 horas de incubacéo
com pepsina (3 g.L7") em pH 2,0 e pancreatina (1 g.L™)
em pH 8,0, respectivamente. Com esses resultados, o0s
autores concluiram que o pH é o fator que mais influencia
na contagem das leveduras.

Pennacchia et al. (2008) isolaram 22 cepas
de Saccharomyces cerevisiae de diferentes matrizes
alimenticias (queijos, vinhos e embutidos carneos
curados) e determinaram, in vitro, a sobrevivéncia das
leveduras ap6s a passagem no trato gastrointestinal. A
simulacao inicial foi realizada em pH 2,5 por 2,5 horas a
37 °C e as cepas alcancaram uma viabilidade média de
95,35 %. Porém, quando adicionaram sais biliares (0,3 %)
e pancreatina (0,1 %) a solucéo inicial, e incubaram por
um periodo de 5 horas, apenas trés cepas apresentaram
sobrevivéncia maior que 90 %, indicando que a escolha
da cepa é determinante na selecdo de um microrganismo
probidtico. De acordo com os resultados, é possivel
afirmar que a linhagem utilizada, Saccharomyces
cerevisiae (Biosaf SC-47®), apresenta resisténcia, pois
94 % de células estavam viaveis apés a digestdo simulada
in vitro, isto €, a célula sobrevive ao pH acido, aos sais
biliares e as enzimas digestivas, indicando que a levedura
ird alcancar o trato gastrointestinal inferior de forma
quantitativa e qualitativa para contribuir positivamente
no equilibrio intestinal.

3.2 Simulacao gastrointestinal in vitro do probidtico
encapsulado em gomas comerciais

Os resultados de liberacéo dos tratamentos foram
sintetizados na Tabela 3.

Tabela 2. Contagem (log) e viabilidade (% + desvio padrao) do probiético Saccharomyces cerevisiae ndo encapsulado apds a

digestéo in vitro.
Contagem inicial

(log)
9,18 1,5* 5
100 % b 30
120
5,6 125
150
240
7,57 245
270
360
Média de viabiliadade (CV = 2,44 %)

Contagem final Viabilidade
(log) (% = DP)
8,63 94,00 + 1,162
8,50 92,64 + 1,822
8,53 92,99 + 2,66°
8,57 93,44 + 2,432
8,51 92,79 + 2,232
8,56 93,31 + 2,032
8,37 91,23 + 1,692
8,45 92,10 + 2,06°
8,63 94,00 + 3,01@

93,65

abc \/alores acompanhados por letras diferentes

o significativamente diferentes entre si (p < 0,05). *pH 1,5 (pepsina 3 g.L" e lipase 0,9 mg.L™"),

4
pH 5,6 (pancreatina 1 g.L-" e oxgall 10 g.L "), pH 7,5 (pancreatina 1 g.L-" e oxgall 10 g.L™").
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e Digestao in vitro do probidtico encapsulado em por 120 minutos. Os autores afirmam que as

agar-agar (A-A). Assim que as capsulas foram
submetidas a solucé&o acida com enzimas, as
células do interior da matriz de encapsulagéo
foram gradualmente liberadas para o meio
externo e, por essarazao, a liberagdo é menor no
inicio do processo da simulagéo gastrointestinal
e aumenta até atingir estabilidade, como
demonstrado na Tabela 3. Os resultados da
simulacao apresentaram diferencas estatisticas
a partir do tempo 30 minutos em pH 1,5,
indicando que seria liberado 92 % do conteudo
encapsulado no trato gastrointestinal superior,
a fase mais critica da digestao. Portanto, até
o final do processo, aproximadamente 8 % do
conteudo encapsulado continua aprisionado
na matriz de encapsulacado, apontando que
0 &gar-agar ndo é um material encapsulante
adequado para conferir liberagdo controlada.
Frente a esses resultados, é possivel afirmar
que o fator determinante para a liberacao
dos microrganismos da matriz em questdo é
0 &cido, primeiro contato da capsula no inicio
da digestao, pois, mesmo com o0 aumento do
pH e do tempo de avaliagdo, o percentual de
liberacdo da capsula continua constante até
o término do processo. Segundo Glicksman
(1969), a sensibilidade das capsulas de agar-
agar ao meio acido pode ser explicada pela
diminuicdo da forca de gel, que pode ser
intensificada com o decréscimo do pH.

Digestéao in vitro do probidtico encapsulado em
agar-agar e goma arabica (ARA). Nao foram
observadas diferencas estatisticas (p > 0,05)
na liberacdo de células neste tratamento, como
observado na Tabela 3. O comportamento
de liberacao foi distinto quando comparado
ao tratamento controle, pois as células se
difundiram para o meio externo até atingir a
estabilidade em pH 5,6 no tempo 5 minutos,
enquanto o tratamento controle atingiu o seu
pico maximo de liberac&o no tempo 30 minutos
em pH 1,5. O material encapsulado nao foi
eficientemente aprisionado durante a simulag&o
gastrointestinal, pois apenas 15 % do conteudo
encapsulado estava retido na extensdo da matriz
de encapsulacéo, ainda que 7 % a mais quando
comparado ao controle. Desmond et al. (2002)
encapsularam, por coacervagdo complexa, o
microrganismo Lactobacillus paracasei NFBC
338 em leite desnatado reconstituido (10 %
p/v) e goma acécia (10 % p/v), e avaliaram
a resisténcia da capsula quando exposta
ao suco gastrico porcino (pH 3,0) a 37 °C
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capsulas foram mais resistentes durante a
simulacdo em suco gastrico porcino, quando
comparadas as células encapsuladas sem a
goma (controle). Porém, a sobrevivéncia ainda
foi muito baixa em razdo da sensibilidade do
microrganismo ao pH &cido.

Digestao in vitro do probidtico encapsulado em
alginato de sédio (ALG). A Tabela 3 apresenta
diferencas estatisticas (p < 0,05) apenas
no infcio do processo. O comportamento de
liberacao foi gradual, atingindo o seu pico de
liberacdo no tempo 120 minutos em pH 1,5,
diferente do tratamento controle, que atingiu o
pico no tempo 30 minutos do mesmo pH. Além da
caracteristica de liberagédo controlada, a goma
também favoreceu a retengdo do microrganismo
na capsula, demonstrando ser uma opcao
eficiente como material encapsulante. A maior
retencdo da levedura em alginato de sodio
pode ser explicada pela caracteristica da
goma em formar géis sob condigdes acidas
(GLICKSMAN, 1969). Outro fator é a habilidade
de torna-se sollvel e viscosa, quando submetida
ao alto pH do trato gastrointestinal. Este
comportamento dependente do pH pode ser
explorado para perfis de liberacéo controlada
do nucleo (GEORGE e ABRAHAM, 2006).
Liserre et al. (2007) submeteram capsulas de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis obtidas
por extrusdo em alginato 2 % (p/v), sob as
mesmas condi¢cdes gastrointestinais in vitro
desempenhadas neste projeto e concluiram que
a encapsulacao favoreceu a sobrevivéncia do
microrganismo quando comparada a das células
n&o encapsuladas. O alginato de sédio reteve,
em média, 22,57 % dos microrganismos dentro
da matriz de encapsulacéo, aproximadamente
15 % mais eficiente em relagcéo ao tratamento
controle, que aprisionou apenas 8 % do material
encapsulado, demonstrando assim aprimorar as
caracteristicas de liberagdo controlada.

Digestao in vitro do probidtico encapsulado
em iota-carragena (I-CAR). A matriz de
encapsulacéo com iota-carragena reteve 14 %
do material encapsulado, um valor 6 % mais alto
quando comparado ao tratamento controle, que
aprisionou 8 % das células no interior da matriz
de encapsulacéo. A liberagcédo da levedura para o
meio externo foi gradual até o tempo 120 minutos
em pH 1,5 e manteve a mesma contagem
até o fim do procedimento (Tabela 3). Ding e
Shah (2009) microencapsularam, por emulséo,
microrganismos do género Lactobacillus
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e Bifidobacterium em 3 % de carragena, e
avaliaram a liberacéao das células em pH 2,0 por
120 minutos. Depois de decorridos 30 minutos
do processo, os valores de liberacédo das células
para o meio externo estiveram entre 79,23 % e
85,55 %. Apesar do valor superior na retencéo
das leveduras, a iota-carragena promoveu a
liberacao de 86 % do agente ativo encapsulado,
demonstrado n&o ser indicado como material de
parede neste sistema.

3.3 Digestao in vitro do probiético encapsulado em
mucilagens

As mucilagens como materiais encapsulantes sé&o
produtos inovadores e, portanto, ndo sao encontrados
artigos para comparacdes. As capsulas contendo
mucilagem de linhaca em sua composicao demonstraram
ser uma nova fonte de material encapsulante eficiente,
pois liberaram, em média, 73 % do conteudo inicial
incorporado, isto é, mantiveram 27 % do material
encapsulado no interior da matriz, representando uma
melhora de aproximadamente 18 % na retencao das
células, quando comparadas ao tratamento controle.
A difusao das células para o meio externo foi gradual,
alcancando o valor mais alto de liberacdo em pH 1,5
no tempo 120 minutos € manteve-se constante até o
término da simulagdo gastrointestinal. Portanto, além
da caracteristica de liberag&o controlada, a mucilagem
de linhaga também conferiu eficiéncia na retencao das
células no interior da matriz de encapsulacado durante a
digestao in vitro. O tratamento que apresentou 0s maiores
valores de liberacé&o, quando comparados todos 0s
tratamentos, foi com a utilizag&o da mucilagem de taro.
Estatisticamente (p < 0,05), houve diferenca apenas
entre o pH 1,5 no tempo 5 minutos em relacao aos outros
periodos da simulagdo gastrointestinal. Supde-se que
algum composto da mucilagem possa ter prejudicado
as caracteristicas fisico-quimicas do &agar-agar, para
que possa ser explicado o resultado inferior ao controle.
Nenhuma razao aparente foi encontrada na literatura. A
liberacao média das leveduras encapsuladas para o meio
externo foi de 94,00 %, mantendo aprisionado apenas
6,00 % do material encapsulado durante o processo de
digestéo in vitro, demonstrando, dessa forma, nao ser
um material adequado para encapsulacao e estudos de
liberagédo controlada. Com a mucilagem de inhame, a
difusdo das células para o meio externo foi gradual até
o tempo 120 minutos em pH 1,5 e permaneceu constante
até o tempo 30 minutos em pH 5,6. Apds esse periodo, foi
evidenciada uma queda de aproximadamente 4,00 % na
contagem (Tabela 3). Possivelmente, este desempenho é
algo intrinseco da matéria-prima, pois nao foi evidenciado
este padrdo com as demais mucilagens como materiais
encapsulantes. A liberacdo média do microrganismo

Braz. J. Food Technol, Campinas, v. 16, n. 2, p. 107-115, abr./jun. 2013

durante o processo foi de aproximadamente 84,00 %, isto
€, reteve 16,00 % do material encapsulado no interior da
matriz de encapsulacao, apresentando efeitos superiores
se comparados com 0s demais resultados acima citados.
J& a mucilagem de quiabo propiciou a menor média de
liberacdo quando comparada aos demais avaliados,
como demonstra a Tabela 3. A difusdo das células,
analisadas estatisticamente (p < 0,05), foi gradual até
0os 120 minutos em pH 1,5, periodo em que atingiu o
ponto maximo de liberagdo. A mucilagem conferiu a
peculiaridade de liberar o0 menor numero de células no
infcio da digestado in vitro (54,73 %), que é o periodo
mais critico, e manteve-se deste modo durante todo o
processo. A retencéo de células no interior da matriz foi de
33,00 %, evidenciando uma melhora de aproximadamente
25,00 % quando comparada ao tratamento controle.
Portanto, a mucilagem de quiabo demonstra ser um
material encapsulante alternativo natural e mais eficiente
do que as gomas comumente usadas no mercado.

3.4 Digestao in vitro de todos os tratamentos: uma
visédo geral

De modo geral, dois tratamentos adicionados
de mucilagens apresentaram melhores efeitos quando
comparados aos tratamentos com gomas, sendo QUI
o tratamento que apresentou melhores efeitos. Esses
resultados indicam que as mucilagens podem ser o0s
materiais encapsulantes do futuro, com um vasto mercado
a ser explorado. Nos diferentes periodos avaliados,
foram encontradas varias diferencas estatisticas entre
os tratamentos, porém, os tratamentos QUI, LIN e
ALG prevaleceram como os melhores retentores de
microrganismo na matriz de encapsulagéo durante todo
0 processo, obedecendo a seguinte ordem crescente de
liberacdo: QUI<LIN<ALG<INH<ARA<I-CAR<-A-A<TARO.
Ding e Shah (2009) encapsularam microrganismos dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium em diferentes
materiais encapsulantes (goma xantana, guar e locusta,
alginato de sodio e carragena) a uma concentracao
de 3,00 % pelo método de emulsédo. Apds simulacao
gastrointestinal in vitro, concluiram que, em ordem
crescente de viabilidade, a goma xantana, a carragena e
o0 alginato de sodio apresentaram os melhores resultados.

3.5 Microscopia eletronica de varredura das matriz
de encapsulacéao

Foi possivel visualizar com clareza o envolvimento
completo do microrganismo pela matriz, como
demonstrado na Figura 1, em cujas imagens com
aumentos de 20.000, 10.000 e 5.000 vezes se observou
um sistema de “colmeias” que aprisionaram a levedura
no meio encapsulante, tornando presumivel a existéncia
de uma protecao fisica as células por meio dos materiais
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura da matriz de
encapsulagdo composta de agar-agar e gomas comerciais
com um aumento de A - 20.000 vezes (ARA); B - 10.000 vezes
(ALG); C - 5.000 vezes (I-CAR).

encapsulantes, naturais e comerciais, juntamente com
4 % de agar-agar.

Na tentativa de diferenciar as matrizes pela
microscopia eletrénica, foram preparadas capsulas com e
sem o probidtico, em diferentes aumentos, demonstradas
na Figura 2. Porém, n&o foi possivel encontrar diferencas
visiveis entre 0s materiais encapsulantes por meio das
imagens. Em todos os tratamentos, foi possivel observar
a presencga de poros de tamanhos distintos em toda a

LIN

A B C
Figura 2. Microscopia eletronica de varredura dos tratamentos
compostos por agar-agar (A-A) adicionados de alginato de
sodigo (ALG), mucilagem de quiabo (QUI) e mucilagem de
linhaca (LIN), sendo nas colunas: A - aumento de 50 vezes com
levedura; B - aumento de 600 vezes com levedura; C - aumento
de 600 vezes sem levedura.
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extensdo da matriz de encapsulacdo, 0 que pode ter
sido ocasionado pela producéo de gas pelas leveduras
durante o processo de encapsulacédo até o periodo de
secagem, pois nas capsulas produzidas sem a levedura
(Figura 2, coluna C) nédo foram encontrados orificios.

A grande quantidade de fissuras pode ter
influenciado a liberagdo do microrganismo da capsula,
0 que pode explicar a alta difusdo de microrganismos
para o meio externo logo no inicio da digestao in vitro,
além da influéncia do pH éacido. Segundo Santos et al.
(2005), a presenca de poros e fissuras pode comprometer
a eficiéncia da microencapsulagédo como barreira;
entretanto, este problema pode ser resolvido por meio
da aplicac&do de uma segunda cobertura externa sobre a
matriz. O ideal seria obter paredes continuas, uniformes,
sem fissuras, rachaduras ou rompimentos, o que é
fundamental para garantir uma menor permeabilidade
a gases e maior protecao e retencéo do recheio. Outros
fatores também podem influenciar no controle da taxa
de liberacé&o de um agente bioativo, como: a expansé&o
do volume de microcépsulas, em razdo da hidratacgéo,
a permeabilidade da capsula, da area de superficie
em contato com o meio aquoso, e a concentracéo
intracapsular do agente diluido dentro da cépsula, explica
Correa (2003). Através da microscopia eletronica de
varredura, foi possivel concluir gue nao existem diferencas
visuais entre as microfotografias de todos os tratamentos,
sejam compostos por gomas ou mucilagens. Porém,
todos apresentaram uma protecao fisica, por meio do
material encapsulante, conferida as leveduras. Outro fator
importante foi a presencga de poros e fissuras encontrados
nas superficies da matriz de encapsulagéo, que poderiam
provocar uma difusdo rapida das células para o meio
externo, assim como a influéncia da quantidade de agente
encapsulante utilizado e o intumescimento da cépsula
em meio aquoso.

Il 4 Conclusodes

Da matriz de encapsulacéo obtidas com diferentes
materiais encapsulantes, a mucilagem de quiabo
mostrou-se mais eficiente na retencédo do agente
encapsulado durante a simulac&o gastrointestinal in vitro
em relacédo aos demais tratamentos, sendo o alginato
de sodio o melhor resultado entre as matrizes de gomas
comerciais.
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