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Potencial do soro de leite liquido como agente encapsulante de Bifidobacterium Bb-12
por spray drying: comparac¢do com goma arabica

Potential of liquid whey as the encapsulating agent of Bifidobacterium Bb-12 by spray drying:
comparison with arabic gum
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial do
soro de leite liquido como agente encapsulante de
Bifidobacterium Bb-12 por spray drying, comparando-o com
a goma ardbica, a qual é tradicionalmente utilizada na
tecnologia de microencapsulacdo. Foram determinados o
rendimento da microencapsulacdo e a viabilidade das
microcapsulas durante o armazenamento. Quando o soro de
leite foi utilizado como agente encapsulante, o rendimento da
microencapsulacdo foi maior e a viabilidade das células
manteve-se elevada e constante durante doze semanas. O soro
de leite apresentou-se como um eficiente agente encapsulante
de Bifidobacterium por spray drying.

Palavras-chave: microencapsulacdo, Bifidobacterium,
probidtico, soro de leite, atomizacéo,
secagem, goma acéacia.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the
potential of liquid whey as the encapsulating agent
Bifidobacterium Bb-12 by spray drying, compared with arabic
gum, which is typically used in microencapsulation technology.
The microencapsulation yield and viability during storage were
determined. When the whey was used as the encapsulating
agent, the microencapsulation yield was higher, and cell
viability remained high and steady for twelve weeks. The whey
was shown to be an effective encapsulating agent of
Bifidobacterium by spray drying.

Keywords: microencapsulation, Bifidobacterium, probiotic,
whey, spray drying, drying, acacia gum.

INTRODUCAO

A microencapsulagdo é um processo no qual
as células sdo retidas dentro de uma matriz ou
membrana encapsulante (ANAL & SINGH, 2007). Entre
as varias aplicacdes dessa tecnologia, na industria de
alimentos, a principal aplicagdo envolve a prote¢do de
compostos biologicamente ativos ou células, como as
bactérias probioticas, em ambientes nocivos para
eficiente liberacdo nos locais alvo (DOHERTY et al.,
2011). Probi6ticos sdo microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a satde do individuo (FAO/WHO,
2002). Para que um alimento seja considerado
probidtico, recomenda-se que contenha no minimo 10°-
10’"UFC g do produto (FAO/WHO, 2002; SHAH,
2007).

Entre todas as gomas usadas na
microencapsulacdo, a goma arabica destaca-se devido
as suas excelentes propriedades de emulsificagdo e,
portanto, tem sido amplamente utilizada (DICKINSON,
2003). No entanto, o elevado custo, o suprimento
limitado e varia¢@es na qualidade tém restringido o uso
dessa goma como material de parede na
microencapsulacdo e incentivado a busca por materiais
encapsulantes alternativos (GHARSALLAOUI et al.,
2007).
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O soro de leite é o liquido residual obtido a
partir da coagulacéo do leite destinado a fabricagdo de
queijos ou de caseina (BRASIL, 2005). E um subproduto
de relevante importancia na industria de laticinios, tendo
em vista o volume produzido e sua composicao
(HUFFMAN, 1996). No entanto, apesar do seu valor
nutricional, grande parte do soro de leite produzido
ainda é descartada indevidamente no solo e em rios,
causando sérios problemas de poluicdo ambiental,
devido a sua alta Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) (SILVA & BOLINI, 2006). Portanto, alternativas
tecnoldgicas para o seu adequado aproveitamento sdo
fundamentais. As proteinas do soro na forma de
concentrado proteico de soro (CPS) ou ainda isolado
proteico de soro (IPS) tém sido usadas na
microencapsulagdo de probioticos (PICOT &
LACROIX, 2004; REID et al., 2007; RODRIGUEZ-
HUEZOetal., 2007; DOHERTY etal., 2011; GBASSI et
al., 2011). No entanto, o uso de soro de leite na forma
liquida foi estudado somente por PIMENTEL-
GONZALEZ etal. (2009), que empregaram o soro doce
concentrado como emulsificante na microencapsulacéo
de Lactobacillus rhamnosus por emulsificagéo. Até o
momento, ndo existem publicacBes sobre o uso de soro
de leite liquido como agente encapsulante de
probidticos por spray drying. Visando a ampliacdo da
utilizacdo desse subproduto na indistria de alimentos,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do soro
de leite liquido como agente encapsulante de
Bifidobacterium Bb-12 por spray drying, comparando-
0 comagomaarabica, a qual é tradicionalmente utilizada
na tecnologia de microencapsulagéo.

MATERIAL E METODOS

Para armazenamento em longo prazo,
culturas liofilizadas de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb-12 (Chr. Hansen) foram mantidas na
proporcdo de 2,5g 100mL* de uma solugdo estéril de
leite desnatado reconstituido 12% a -18°C (cultura
estoque). Antes da microencapsulagéo, a cultura foi
ativada em estufa a 37°C por 2h. O soro de leite foi
obtido a partir da coagulacdo enzimatica de leite
pasteurizado padronizado, através da adigdo de
quimosina (0,9mL L, Chr. Hansen®) e solucdo de
Cloreto de Calcio 40% (m/v) (0,4mL L*) e subsequente
incubacdo a 37°C por 40 minutos. O soro foi coletado
apos a quebra do coagulo e dessora, de acordo com
metodologia de FURTADO & NETO (1994).
Bifidobacterium Bb-12 foi microencapsulada pelo
método de spray drying, empregando dois agentes
encapsulantes: goma arabica (10g 100mL?) e soro de
leite liquido. O agente encapsulante foi previamente

preparado e autoclavado a 121°C por 15min.
Posteriormente, a cultura estoque foi misturada ao
agente encapsulante para obter a solugdo de
alimentacao do spray dryer. As microcapsulas foram
obtidas em um spray dryer co-corrente, de escala
laboratorial (B-290 mini spray dryer, Buchi), a
temperatura de entrada constante de 150°C e
temperatura de saida de 55+3°C. A solucdo de
alimentacdo contendo Bifidobacterium Bb-12 foi
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente e
alimentada para a camara de secagem através de uma
bomba peristaltica, com fluxo de alimentagéo de 6mL
min, fluxo do ar de secagem de 35m® h? e pressdo do
compressor de ar de 0,7MPa. O p0 obtido
(microcapsulas) foi coletado da base do ciclone e
armazenado em frascos estéreis hermeticamente
fechados.

Para enumeracédo de Bifidobacterium Bb-
12, utilizou-se 4gar MRS (Difco, Sparks, MD, EUA)
modificado com a adicdo de 0,2% (m/v) de Cloreto de
Litio e 0,3% (m/v) de Propionato de Sédio (MRS-LP)
(VINDEROLA; REINHEIMER, 2000), pela técnica de
semeadura em profundidade (Pour plate). Apés
incubagdo a 37°C por 72 horas em jarras anaerdbicas
contendo AnaeroGen® (Oxoid), foi realizada a contagem
de células viaveis, expressa em log de unidade
formadora de colénia por mL ou g (log UFC mLoug?).
Entretanto, os microrganismos encapsulados foram
primeiramente liberados das microcapsulas de acordo
com metodologia de KIM et al. (2008), com
modificacdes, homogeneizando 0,1g das microcapsulas
em 9,9mL de tampéo fosfato (0,1M, pH 7,0) por 10
minutos, usando uma barra magnética.

O rendimento da microencapsulacdo
(Encapsulation Yield — EY) foi calculado através da
férmula: EY = (N/N,)x100, em que N, € o ndmero de
células vidveis na solucdo de alimentacdo do spray
dryer e N é o nimero de células viaveis no pé obtido,
ambos expressos em log UFC g* (PICOT; LACROIX,
2004). O rendimento é uma medida combinada da
eficiéncia da tecnologia de microencapsulacéo e da
sobrevivéncia das células vidveis durante o processo
(ANNAN et al., 2008). Foi avaliada a viabilidade de
Bifidobacterium Bb-12 microencapsulada durante o
armazenamento. A umidade das microcapsulas foi
determinada por secagem em estufa a 105°C, de acordo
com metodologia da AOAC (2005).

Os dados foram submetidos a anlise de
variancia (ANOVA), usando o software Statistica 7.0,
seguida pelo teste de Tukey para comparagdo das
médias, com nivel de significancia de 5%, quando
encontradas diferencas significativas entre os
tratamentos. Todas as andlises foram realizadas em
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triplicata e os dados expressos como média + desvio
padrdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, é possivel observar que nao
houve diferenca (P>0,05) entre as contagens de células
viaveis nas solugdes de alimentacdo do spray dryer
preparadas com goma arabica ou com soro de leite, ou
seja, a contagem inicial antes do processo de
microencapsulacdo foi a mesma para ambos os agentes
encapsulantes. Entretanto, apds spray drying, houve
maior reducéo da viabilidade de Bifidobacterium Bb-
12 microencapsulada com goma arabica, resultando em
uma menor contagem de células vidveis no pd obtido,
quando comparada a bactéria microencapsulada em
soro de leite. Portanto, o rendimento da
microencapsulacdo foi maior quando o soro de leite foi
utilizado como agente encapsulante.

Os rendimentos obtidos neste estudo para
a microencapsulacdo tanto com soro de leite
(90,85+1,93%) quanto com goma arabica (84,01+2,29%)
foram satisfatorios, quando comparados a outros
trabalhos. CHAVARRI et al. (2010) microencapsularam
B. bifidum e Lactobacillus gasseri com alginato e
quitosana por extrusdo e observaram rendimentos de
19,5 a 40,2%. Em estudo realizado por ZHAO et al.
(2008), houve uma reducéo de 1,2-2,4 log na viabilidade
de L. acidophilus apés a microencapsulagdo por spray
drying com B-ciclodextrina e goma acacia. CHAN et al.
(2011) observaram uma reducéo de 4log na viabilidade
de microcapsulas liofilizadas de L. casei, obtidas por
extrusdo com alginato. Quando foi adicionado amido
ao alginato, observaram uma reducéo de 1,5-2log UFC
g*. Segundo GOLOWCZY Cetal. (2010), a habilidade
para sobreviver ao spray drying varia
consideravelmente entre as espécies de

microrganismos. LIAN, HSIAO & CHOU (2002), ao
microencapsular Bifidobacterium por spray drying a
temperatura de saida constante, verificaram que a
sobrevivéncia das células ao processo depende da cepa
e do agente encapsulante utilizados. PICOT &
LACROIX (2004) observaram que o rendimento da
microencapsulagdo, além de ser dependente da cepa e
agente encapsulante, também é influenciado pelo
método empregado. Quando Bifidobacterium foi
microencapsulada em uma solugéo de WPI por spray
drying, o rendimento foi maior do que quando
microencapsulada pelo método de emulsificagédo
seguido de spray drying, com WPI e gordura do leite.

Segundo KIM & BHOWMIK (1990), a
temperatura de saida no spray dryer é o principal
pardmetro que afeta a viabilidade bacteriana. SUNNY-
ROBERTS & KNORR (2009) relataram que a
sobrevivéncia de L. rhamnosus apdés spray drying foi
inversamente proporcional a temperatura de saida.
Visto que, neste estudo, foi utilizada uma Unica cepa
de microrganismo e selecionados 0s mesmos
pardmetros no spray dryer, pode-se sugerir que as
diferencas observadas, quanto ao rendimento da
microencapsulacdo e viabilidade nas microcapsulas
obtidas, sdo devido aos diferentes agentes
encapsulantes empregados. O soro de leite apresentou
melhores resultados quando comparado a goma arabica.

O contetdo de agua de pos probidticos é
um fator critico que influencia a estabilidade da bactéria
durante o armazenamento (WANG et al., 2004;
SANTIVARANGKNA et al., 2007; MENG et al., 2008;
CHAN et al., 2011). Os valores de umidade foram
similares (P>0,05) para as microcapsulas obtidas com
ambos agentes encapsulantes: 4,90% (+0,84) para goma
arabica e 3,05% (+0,43) para soro de leite. Segundo
GARDINER et al. (2000) e MENG et al. (2008), é
necessaria uma umidade residual de 4% ou menos para

Tabela 1 - Contagem de células viaveis de Bifidobacterium Bb-12 na solugdo de alimentagéo e po6 obtido apds spray drying,
reducdo da viabilidade e rendimento da microencapsulagéo (EY).

Goma arabica Soro de leite
Solucéo de alimentagdo (log UFC g% 10,13+ 0,26 10,28 + 0,10
P6 (log UFC g) 8,50°+0,12 9,34°+0,16
Reducio da viabilidade” (log UFC g) 1,62°+0,27 0,94° 40,20
EY (%) 84,01% + 2,29 90,85" + 1,93

* diferenca entre a contagem de células viaveis (log UFC g™) na solugéo de alimentago e no pé obtido apés spray drying.

** resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3).

*** |etras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre as médias pelo teste de Tukey (P<0,05).
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o0 armazenamento prolongado de p6s contendo
probidticos. ZAYED & ROOS (2004) observaram que 0
conteido 6timo de dgua para armazenamento de L.
salivarius subsp. salivarius variou de 2,8 a 5,6%,
enquanto que valores maiores de agua residual
imediatamente ap6s a secagem levam a perdas mais
elevadas de células probidticas durante o
armazenamento na forma de p6. O contetdo de agua
residual obtido neste estudo para as microcapsulas de
Bifidobacterium Bb-12 com goma arabica e com soro
de leite é adequado para armazenamento a longo prazo.

A fim de avaliar o efeito da temperatura de
armazenamento na viabilidade de Bifidobacterium Bb-
12 microencapsulada com goma arabica, os pds obtidos
no spray dryer foram mantidos a 4°C e a -18°C. As
microcapsulas mantidas a -18°C apresentaram
contagens satisfatorias (>6log UFC g?) durante 40
semanas (Figura 1). Entretanto, a viabilidade das
microcapsulas armazenadas a 4°C manteve-se
adequada somente até a 282 semana de armazenamento.
Resultados similares foram obtidos por SU et al. (2007),
que observaram manuten¢do da viabilidade de L.
acidophilus e B. longum microencapsulados por spray
drying, com maltodextrina e goma arabica, acima de
7log UFC g durante cinco semanas de armazenamento
a4°C. SIMPSON et al. (2005) avaliaram a viabilidade de

12 espécies de Bifidobacterium microencapsuladas
por spray drying, com leite desnatado reconstituido
com e sem adi¢do de goma arabica, e relataram que
todas apresentaram contagens de células viaveis >6log
UFC g* ap6s 90 dias a 4°C. Em estudo realizado por
LORENZ (2009), a viabilidade de L. acidophilus La-5
microencapsulado por spray drying com alginato de
sodio foi >6log UFC gt ap6s 12 semanas a -18°C.
Apesar da redugdo na contagem de células
vidveis observada nas microcapsulas com goma arabica
mantidas a 4°C, pode-se inferir que o periodo pelo qual
a viabilidade manteve-se adequada é satisfatorio,
portanto o pé obtido com soro de leite como agente
encapsulante foi armazenado nessa temperatura. As
contagens de células vidveis nos pos obtidos apos
spray drying com soro de leite durante o
armazenamento a 4°C mostraram que a viabilidade de
Bifidobacterium Bb-12 manteve-se constante (9,27t
0,03log UFC g%) (P>0,05) ao final da 122 semana (Figura
2). Quando a goma arabica foi utilizada como agente
encapsulante, foi observada uma reducgdo de
1,18+0,16log UFC g* (P<0,05) na viabilidade das
microcépsulas armazenadas a mesma temperatura, por
igual periodo. Em estudos realizados por RODRIGUEZ-
HUEZO et al. (2007) e ZHAO et al. (2008), houve uma
redugdo de 1,32 e 1,0log UFC mL, respectivamente,

Log (UFC/g)

o 1 2 3 4 12

le 20 24 28 32 36 40

Tempo de armazenamento (semanas)

Figura 1 - Viabilidade de Bifidobacterium Bb-12 microencapsulada com goma arabica

durante 0 armazenamento a 4°C () e a -18°C (). As barras de erro
representam o desvio padrdo em relacdo as médias (n=3). A semana 0
corresponde a contagem de células viaveis (log UFC g%), realizada no primeiro
dia de armazenamento.
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Figura 2 - Viabilidade de Bifidobacterium Bb-12 microencapsulada com soro de leite (©) e goma arabica ([3)
durante o armazenamento a 4°C. As barras de erro representam o desvio padrdo em relacdo as
médias (n=3). A semana 0 corresponde a contagem de células viaveis (log UFC g*), realizada no

na viabilidade das células microencapsuladas por spray
drying, armazenadas a 4°C. A microencapsulacdo de
Bifidobacterium Bb-12 por spray drying com soro de
leite, aplicada neste trabalho, mostrou-se como uma
técnica eficaz na manutencdo da viabilidade das células
durante o armazenamento.

CONCLUSAO

O soro de leite mostrou-se eficiente como
agente encapsulante de Bifidobacterium Bb-12,
quando comparado a goma arabica. Dessa forma, é
possivel empregar o soro de leite liquido na tecnologia
de microencapsulacdo de probiéticos, o que contribui
para sua maior utilizacao, reducéo do desperdicio e da
poluicdo ambiental.
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