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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de
diferentes condi¢Bes de secagem na viabilidade de micror-
ganismos probidticos encapsulados em alginato de calcio,
para posterior adicdo em alimento pet. A encapsulacéo da
cultura probidtica de Enterococuus faecium foi realizada
por meio da técnica de extrusdo, utilizando alginato de
sédio como agente encapsulante. O material microencap-
sulado foi analisado quanto a umidade residual, contagem
de probidticos inicial e final do processo de secagem e ren-
dimento de encapsulacdo. A contagem de microrganismos
ao final de 7 dias de armazenamento foi satisfatéria, com
um valor de 7,59 log UFC/g porém, apés 14 dias de arma-
zenamento a viabilidade das células apresentou uma dimi-
nuigdo. A microencapsulacdo apresentou bonsresultados de
rendimento, atingindo 68,27%, demonstrando que tanto a
técnica de extrusdo como 0 processo de secagem, mesmo
nao sendo os mais recomendados, foram satisfatorios.

PALAVRAS-CHAVE: Microencapsulacdo, extrusdo, algi-
nato de sodio, Enterococcus faecium.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate different drying conditions
and the feasibility of the process of microencapsulation of
probiotic micro-organisms encapsulated in calcium alginate for
later addition to pet food. The encapsulation of probictic cul-
ture Enterococuus faecium was given by the extrusion tech-
nique using aginate as the encapsulating agent. The microen-
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capsulated material was analyzed by residual moisture, count
probiotics initia and fina of the drying process and perfor-
mance. The count after 7 days of storage was satisfactory,
reaching 7.59 log CFU / g, however when it got at 14 days cell
viability decreased by almost two logarithmic cycle. The re-
sults even not reaching levels required by legislation for the
characterization of probiotic has proved satisfactory since the
yield obtained for values ranging from 25.3 to 67.9%, thus
showing that the extrusion process so as drying while not the
most recommended were satisfactory.

KEYWORDS: Microencapsulation, extrusion, sodium algi-
nate, Enterococcus faecium.

1. INTRODUCAO

A tecnologia de microencapsulacdo consiste na apli-
cacdo de finas coberturas poliméricas a materiais, estes
podendo ser sdlidos, gasosos e liquidos na forma de go-
ticulas. Apés o encapsulamento o material recebe o no-
me de microcapsula, esta além de realizar a protecéo do
material encapsulado pode também liberar seu contelido
sob vel ocidade e condicdes especificas'.

A microencapsulacdo é uma das técnicas mais pro-
missoras para a protecdo de células bacterianas. O en-
capsulamento atua como agente protetor dos microrga-
nismos probiéticos das condicdes ambientais adversas”.

A escolha do processo de microencapsulagéo € feita
com base nas propriedades fisicas e quimicas tanto do
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material a ser encapsulado como do material encapsu-
lante, além da finalidade e uso. Bons encapsulantes de-
vem atender aos seguintes requisitos. ndo reatividade
com o material a ser encapsulado, habilidade de disper-
sar, emulsificar, capacidade de promover maxima prote-
¢d0 ao material a ser encapsulado contra os agentes ex-
ternos, ser economicamente viavel®.

A secagem aém de reduzir o tamanho da microcap-
sula, tem por finalidade melhorar as suas propriedades
de armazenamento. Contudo um ponto importante do
processo de secagem é uma técnica utilizada, uma vez
gue as condi¢Bes empregadas nesse processo podem ser
agressivas aos microrganismos”.

A utilizacdo do alginato como um agente encapsu-
lante tem como vantagens sua ndo-toxicidade, a forma-
¢do de matrizes suaves com cloreto de célcio, para in-
terceptar materiais sensiveis, tais como as células micro-
bianas, baixo custo e, por ser um aditivo alimentar, tem
sua utilizagdo liberada para 0 uso em aimentos. O re-
vestimento de alginato protege as bactérias probidticas
melhorando sua estabilidade e aumentando a viabilidade
dos microrganismos encapsulados’.

Vérias técnicas de microencapsulagéo tém sido em-
pregadas a fim de prolongar a sobrevivéncia dos mi-
crorganismos. A microencapsulagdo por extrusdo € o
método bastante utilizado para a prote¢do dos microrga-
nismos devido sua facilidade, simplicidade e baixo custo,
aém de propiciar sua sobrevivéncia e viabilidade®. A
microencapsulacdo de probidticos € uma alternativa para
reducéo da morte celular, uma vez que esta torna os mi-
crorganismos mais resistentes ao processo de digestéo,
reduz a contaminacéo e aumenta sua viabilidade’.

Algumas bactérias do género Enterococcus, tais co-
mo o E. faecium e o E. faecalis vem sendo usadas como
probiéticos em alguns paises®. De acordo com a legisla-
¢do vigente no Brasil, para um produto ser considerado
probiético ele deve conter entre 10° a 10° UFC na reco-
mendacdo diaria do produto pronto para consumo diério,
sendo que, para quantidades menores a aceitacdo de-
pende da comprovacdo da eficiéncia pelo fabricante’.

Atualmente sugere-se para a aimentacdo anima a
ingestéo de 10" UFC/dia para cdes e 10° UFC/dia para
gatos. No entanto hoje encontram-se disponiveis no
mercado seringas contendo mix de microrganismos pro-
biéticos com concentragdes variando de 10° e 10’
UFC/dia®.

Segundo a Associagdo Brasileira das IndUstrias de
Produtos para Animais de Estimacdo, o Brasil possui
cerca de 37,1 milhdes de caes e 21,3 milhdes de gatos
(populacdo estimada). No ano de 2012 o setor pet brasi-
leiro cresceu 16,4 % e faturou R$ 14,2 bilhdes, colo-
cando o Brasil como o segundo lugar no mercado mun-
dial, atrés apenas dos EUA, com 8% de participaco™.
Tornando o seguimento pet um mercado atrativo e de
potencial investidor.
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Para atender esse mercado em crescente expansdo 0s
fabricantes de produtos pet visam evoluir, buscando no-
vos produtos para atender esse consumidor cada vez
mais exigente e antenado com a tecnologia, sempre a
procura de melhorar a qualidade de vida dos seus ani-
mais.

Neste contexto, o presente trabalho tem como obje-
tivo avaliar a influéncia de diferentes condi¢des de se-
cagem na viabilidade de microrganismos probi6ticos
microencapsulados em alginato de sodio, para posterior
aplicacdo em alimento pet.

2. MATERIAL E METODOS
Materiais

Os materiais utilizados para a realizacdo do presente
estudo foram: cultura de Enterococcus faecium; Alginato
de sbdio (FMC Biopolymer); Cloreto de célcio (NU-
CLEAR); Seringa descartavel de 10 mL (BD plastipak);
Agulha 0,70x25mm (BD PrecisionGlide).

Métodos
Recuperacao dos microrganismos

As cepas estoque de Enterococcus faecium sob refri-
geracdo a 10°C em &gar nutritivo foram inoculadas em
50 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas
a 37°C por 24h. Apbs o periodo de incubacdo o caldo foi
centrifugado a 8000 rpm por 5 minutos a 25°C. O pellet
formado foi posteriormente adicionado a solugdo de a-
ginato de sodio para posterior microencapsul agcao.

Microencapsulacao

O método utilizado para a microencapsulagdo do
probidtico segui a metodologia proposta por Mc Master
et al. (2005)™, com adaptacBes. Apds a recuperagio e
centrifugagdo dos microrganismos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi retirado e adicionado a
solucdo de alginato de sodio estéril (1%). Com o auxi-
lio de uma seringa estéril, a solucdo foi extrusada manu-
amente em solucdo de cloreto de célcio (0,1 M) estéril,
sob agitacdo. As microesferas formadas foram lavadas e
separadas por meio de filtragdo asséptica com agua des-
tilada estéril. As microcapsulas obtidas foram acondi-
cionadas em placas de Petri e levadas para secagem em
estufa, sob diferentes temperaturas e tempos.

As microesferas foram analisadas quanto a sua con-
tagem de microrganismos probidticos inicial e apds 7 e
14 dias da secagem.

Secagem

A secagem das microcpsulas foi realizada em estufa
incubadora para BOD modelo 347F, variando tempo e
temperatura de secagem, conforme expresso na Tabela 1.
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Tabela 1. Tempo e temperatura de secagem das microcgpsulas.

Tm?%?tura Tempo de Secagem (horas)
24
30 48
24
40 48

Contagem dos microrganismos

A avaliagdo da viabilidade dos microrganismos nas
microcapsulas foi realizada a partir de diluigdes seriadas
decimais, onde 0,1g da amostra foi transferida de forma
asséptica para um erlenmeyer estéril contendo 9,9 mL de
agua peptonada (0,1 %). A solucdo foi agitada vigoro-
samente e em seguida, foram feitas as diluicbes de
ImLsubsequentes utilizando-se o mesmo diluente. As
inoculagcdes foram realizadas por superficie em meio
Agar BHI na forma de meio de cultura e incubadas a
37°C por 24 horas. As contagens foram realizadas inici-
almente ao processo de microencapsulacdo, com 7 e 14
dias de armazenamento apos 0 processo de secagem. Os
resultados das contagens foram expressos em UFC/g .

Umidade residual
O teor de umidade das amostras foi determinado em

duplicata, por meio da diferenca dos pesos inicial e apds
secagem das microcapsul as.

Rendimento de Processo

Para se avaliar a eficiéncia de processo foram utili-
zadas a contagem dos micro-organismos viaveis nas
microcpsulas secas em log UFC/g e o nimero de mi-
Cro-organismos existentes na cultura estoque log UFC/g.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da populagdo de Enterococcus faecium
antes da secagem em estufa incubadora e apos 7 e 14
dias de armazenamento estdo apresentados natabela 1.

Tabela 2. Contagem de células vidvels antes e apds secagem, nos dias
7 e 14 de armazenamento e umidade residual.

Temperatura (°C) 30 40
Tempo de secagem (h) 24 48 24 48
Dias de armazenamento
Inicial 10,78 10,78 11,32 11,32
7 7,36 5,90 591 5,49
14 6,11 4,23 3,80 3,98
Umidade % 1,29 1,42 1,39 1,23

*Os valores apresentados para tempo de secagem encontram-se ex-
pressos em log UFC/g e umidade em porcentagem de base seca.
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Pode-se observar pela Tabela 1 que a populagéo ini-
cia reduziu significativamente, apés 14 dias de estoca-
gem. Para todas as temperaturas avaliadas, houve uma
gueda na viabilidade do micro-organismos de 0,6 a 2,11
ciclos logaritmos.

Rosa (2010)’ cita em seu trabalho que uma das limi-
tacdes para 0 uso de alginato como agente encapsulante
€ asua alta porosidade. A interacdo com o ambiente pro-
picia a difusdo de &gua e outros liquidos para dentro da
célula, alterando o alginato e expondo o material encap-
sulado a condicdes desfavoraveis. A porosidade do gel
esta diretamente ligada a capacidade de manter acélulae
na difusividade com o meio. Apesar de muito baixos, 0s
valores obtidos para a umidade sdo satisfatorios, e estdo
relacionados ao periodo de secagem no qual as amostras
foram submetidas. A exposi¢do das microcapsulas ao
calor por longos periodos reduziu consideravelmente o
teor de &gua presente na amostra. Além de baixos teores
de umidade para as capsulas secas, outro fator importan-
te é a reducdo no volume apds secagem. Estes pontos
sd0 esperados e fundamentais para a qualidade do pro-
duto final, pois atas umidades podem propiciar a proli-
feracdo de fungos e perda das células imobilizadas.

Chéavarri e colaboradores (2005)* relataram que o
processo de secagem afeta diretamente a sobrevivéncia
das bactérias, podendo resultar em sua completa inati-
vacdo, uma vez que microrganismos probidticos sdo
sensiveis aos processos de secagem devido a deteriora-
¢ao do estado fisiol6gico de suas células.

Boscarioli (2010)*, em seu trabalho sobre a influén-
cia de prebidticos na encapsulacdo de bactérias probio-
ticas, relatou problemas quanto a secagem em estufa
com circulagdo forcada de ar a 55°C, onde esta se mos-
trou ineficiente uma vez que reduziu em aproximada
mente dois ciclos logaritmicos a populagdo de L. acido-
philus. Para o autor ineficiéncia foi decorrente das
temperaturas aplicadas no processo de secagem, que
levaram a um aumento de temperatura na superficie das
capsulas e morte dos micro-organismos. Fato semelhante
foi observado neste trabalho, todas as temperaturas di-
minuiram de 4 a 5 ciclos logaritmicos na contagem de
Enterococcus faecium apds o processo de secagem. Tal
fato pode ser atribuido a sensbilidade dos mi-
cro-organismos probiéticos ao aumento da temperatura e
ao tempo de secagem. O que ficou evidente na secagem
a temperatura de 30°C, onde 0 aumento de 24h foi res-
ponsavel pela diminuicdo de quase 1,5 ciclos logaritmi-
cos na sobrevivéncia das células apds secagem.

O ciclo logaritmico diminuiu igualmente a tempera-
tura de 30°C, porém sua viabilidade celular foi maior ao
final das 36 horas de secagem, este fato pode ser atribu-
ido a proximidade da temperatura a faixa 6tima de de-
senvolvimento do micro-organismo. O prolongado tem-
po de secagem juntamente com a alta temperatura fize-
ram a temperatura de 40°C n&o ser recomendada, uma
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vez gue esta apresentou os menores indices de viabili-
dade celular ao final do processo de secagem. Os rendi-
mentos de secagem e de processo sd0 apresentados na
tabela 2.

Tabela 3. Rendimentos de secagem de processo da microencapsulacéo
de Enterococcus faecium em alginato de sadio.

Temperatura (°C) Secagem (h) EYp %
30 24 68,27

48 54,73

24 52,21

40 48 48.49

Ao andlisar os valores de rendimento de processo,
podemos perceber que a temperatura de 30°C com 24
horas de secagem obteve o melhor rendimento entre to-
das as amostras,

Nota-se que mesmo a técnica de extrusdo néo sendo
amais indicada e havendo uma diminui¢do na popul acdo
de células viaveis ao fim do processo de secagem e ar-
mazenamento os rendimentos obtidos nesse estudo fo-
ram satisfatérios quando comparados a outros autores,
mostrando assim a eficiéncia do perfil de tempo e tem-
peratura estudados. Para o rendimento Chévarri (2010)*,
seu estudo com microencapsulacdo de probidticos B.
bifidum e Lactobacillus gasseri utilizando quitosana e
alginato como encapsulante pela técnica de extrusdo,
encontrou valores variando de 19,5 a 40,2% para suas
amostras.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o processo empregado para a seca
gem das microcapsulas de alginato adicionadas da cul-
tura de Enterococcus faecium por extrusdo se mostrou
eficiente para a sobrevivéncia dos microrganismos, con-
tudo n&o se manteve durante o armazenamento.

Apesar da contagem final de probidticos estando a
baixo da recomendada pela legisiacio que é de 10°
UFC/g, o processo de extrusdo obteve bons rendi mentos.

Uma alternativa para melhores resultados seria a co-
bertura das capsulas para diminuir a porosidade, assim
aumentando as condicOes favorave's de sobrevivéncia.
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