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RESUMO

O leite humano é considerado Unico em composicao e apresenta beneficios evidentes,
como menores probabilidades da ocorréncia de diarreias, infec¢des respiratérias, alergias,
hipertenséo e diabetes. Na impossibilidade do aleitamento materno é importante a ingestéo
de bactérias probitticas pelos bebés ja que o leite humano é uma fonte importante desses
microrganismos que ajudam a colonizar o intestino e contribuem para a composicéo de
uma microbiota intestinal saudavel. As férmulas infantis tém como objetivo imitar a
composicao e funcionalidade do leite humano, fornecendo ingredientes que refletem as
informacfes mais recentes sobre o leite humano. Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar
a aplicacdo da técnica de microencapsulacao por spray drying de uma cultura probidtica,
Limosilactobacillus reuteri, para adigcdo a uma férmula infantil para lactentes, visando sua
viabilidade ap0s a reconstituicdo do produto em agua a 70°C, conforme legislagéo, e
passagem pelo trato gastrointestinal simulado. Foram realizados testes preliminares para
selecdo do material encapsulante e condig6es de processo. Apds esses testes utilizou-se
uma férmula infantil reconstituida a 20% como material encapsulante e temperaturas de
entrada e saida do spray dryer de 170°C e 75°C, respectivamente. As microparticulas
obtidas nesses ensaios foram acondicionadas em tubos criogénicos vedados com parafilm
e armazenadas a 4°C e 25°C. As amostras foram avaliadas inicialmente quanto a eficiéncia
da encapsulacdo, umidade, atividade de 4gua, morfologia e diametro médio. A viabilidade
do L. reuteri microencapsulado foi avaliada apds diluir a férmula infantii com as
microparticulas em agua a 70°C e apés a exposicao as condi¢des gastrointestinais in vitro.
A taxa de sobrevivéncia foi avaliada ap6s 60 dias de armazenamento. As microparticulas
obtidas nos ensaios tiveram eficiéncia da encapsulacdo de 90%, indicando que houve
baixa morte celular no processo de atomizacao por spray drying. Os valores de atividade
de agua, umidade e didmetro médio foram, em média, 0,1121+0,0160, 2,10+0,35% e
10,30+0,12um, respectivamente. A viabilidade do L.reuteri apds diluicdo a 70°C foi de
108UFC/ml, reduzindo 1 log do inicial, e apds a simulacdo pelo trato gastrointestinal in vitro
foi de 10° e 10'UFC/ml, valores desejaveis para um produto probidtico. A
microencapsulacgdo por spray drying mostrou-se eficiente para obtenc&o de microparticulas
com cultura probidtica L. reuteri para aplicacdo em férmulas infantis, obtendo-se um

namero adequado de células viaveis apos reconstituicdo a 70°C.

Palavras-chave: probi6ticos; microencapsulacdo; formula infantil; spray drying;

Limosilactobacillus reuteri.



ABSTRACT

Human milk is considered unique and has obvious benefits, such as lower probabilities of
diarrhea, respiratory infections, allergies, hypertension and diabetes. In the impossibility of
breastfeeding, it is important for the breastfed infant to ingest probiotic bacteria, as human
milk is an important source of these microorganisms that help colonize the intestine and
contribute to the composition of a healthy intestinal microbiota. Infant formulas aim to imitate
a composition and functionality of human milk that reflect the most recent information about
human milk. The aim of this study was to evaluate the application of a microencapsulation
technique of a probiotical culture, Limosilactobacillus reuteri, to incorporate in infant
formula, aiming its stability after the dilution in water at 70°C and in vitro gastrointestinal
simulation. Preliminary tests were carried out to select the encapsulating material and
process conditions. After performing these tests, infant formula reconstituted at 20% was
used as an encapsulating material and the spray dryer inlet and outlet of 170 ° C and 75 °
C, respectively. The microparticles obtained in these tests were placed in cryogenic tubes
sealed with parafilm and stored at 4°C and 25°C. The samples were initially evaluated for
encapsulation efficiency, humidity, water activity, morphology and average diameter. The
viability of microencapsulated L. reuteri was evaluated after diluting the infant formula with
microparticles in water at 70°C and exposure to in vitro gastrointestinal conditions. The
survival rate was assessed after 60 days of storage. The microparticles obtained in the tests
had an encapsulation efficiency of 90%, indicating that there was few cell death in the spray
drying atomization process. The values of water activity, humidity and average diameter
were, on average, 0.1121 + 0.0160, 2.10 £ 0.35% and 10.30 + 0.12um, respectively. The
viability of L.reuteri after dilution at 70°C was 108 CFU/ml, reducing 1 log of the initial, and
after in vitro simulation of gastrointestinal tract it was 10° and 107 CFU/ml, desirable values
for a probiotic product. Spray drying microencapsulation was efficient to obtain
microparticles with probiotic L. reuteri culture for application in infant formulas, obtaining an

adequate number of viable cells after dilution at 70°C.

Key words: probiotics; microencapsulation; infant formula; spray drying;

Limosilactobacillus reuteri.

Vi



SUMARIO

RESUMO ...t e ettt e e e e et e ettt e e e e e e e e eeba s v
AB ST R A CT .ottt e ettt e e e e b ra e e Vi
SUMARIO ...ttt ettt ettt e teere et e et e et e s ae et e e e eteeteereenes Vii
LISTA DE TABELAS ... ettt e et e e e e e eaaans (¢
LISTA DE FIGURAS ...ttt e et e e e e e e enenns X

1 INTRODUGAO. ..ottt n e en e 1
2 OBUJIETIVOS ...ttt e e et e et e e e aa s 3
% R © o111 ()Y I o1 o] o = R 3
2.2 ODbJetivos €SPECITICOS.....ciiiiieeiice e 3

3 ReVISA0 BIblIOGIrAfiCaA ....uvuei i 4
3.1 Leite humano e formula infantil..............cccooiiiiii 4
3.2 PIODIOUICOS . ...ttt e e 7
3.3 Probidticos em formulas iNfantis ... 10
3.4 MICIrOBNCAPSUIAGAOD .....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt eeees 13
3.5 Bactérias termorresistentes em formulas infantis............cccccooceveiniiii e 16

4 MATERIAL E METODOS ....ooviiiiiteeeeee ettt ettt ettt ete e e e e eaeaneaneaneas 21
O V= (=T - | PP P TP PPPPPPPP 21
4.1.1 Preparo das microparticulas...............ccooeeeeiiiiiiiiiiiice e, 21

4.1.2 Avaliacéo da viabilidade e determinacéo in vitro da resisténcia a digestado

gastrintestinal da cultura probiOtiCa.............cooiiiiiiiiiiii e, 21
N |V =7 (o T [0 1 PP 21
4.2.1 Selec¢do e preparo da cultura probidtica............ccvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiienn, 21

4.2.2 Ensaios para sele¢cdo dos materiais encapsulantes e temperaturas de

entrada do equipamento (SPray Aryer) ... 22
423 Preparo do material encapsulante..........cooooeoiieieiiien 22
424 Produg&o das micropartiCulas..............eeeeiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiieeeee e 22
425 Eficiéncia da encapsulagao...........ccoooveiiiieieei e 24
4.2.6 Caracterizagdo das microparticulas ...........cccceveeeeniiiiiiiiiiiieee e 25

Vii



4.2.7 Avaliacdo da viabilidade de Limosilactobacillus reuteri........................ 25
4.2.8 Determinacao da umidade e atividade de agua ............ccccevvvvvvceenennn. 25

4.2.9 Procedimento de reconstituicdo do p6 na temperatura de 70°C e

avaliacdo da resisténcia térmica do probidtiCO........ccceceeviviiiiiiiiiiieeecccice e, 25

4.2.10 Determinacao in vitro da resisténcia da cultura probiética a digestédo

0 F= S 113 1] = P 27

4.2.11 Estabilidade das microparticulas em diferentes condicbes de estocagem

27
5 RESULTADOS E DISCUSSAOD .....cveiviiteeeeeeecee ettt e et ate e aneare e 28
5.1 ENSaiOS Preliminares .........coooviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 28
51.1 Quantificacdo de L. reuteri e eficiéncia da encapsulacéo.................... 28
5.1.2 Atividade de agua € umidade............oovuiiieiiiieiiieecee e 31
5.1.3 Monitoramento da temperatura de saida............cccccceeeieeeriiiiiiiieeneee, 32
5.2 ENS@IOS FINAIS ..ottt e e 35
5.2.1 Quantificacdo de L. reuteri e eficiéncia da encapsulacéo.................... 35
5.2.2 Atividade de agua € Umidade............oovviiiiiiiieiiieeeee e 36
5.2.3 Monitoramento da temperatura de saida............ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiieeeens 37
5.2.4 Caracterizagdo das microparticulas ..........ccceeveeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 38
5.2.5  Avaliagdo da resisténcia térmica do probiotico..........cccccceeviiiiiiriennnnn. 40
5.2.6 Determinacdo in vitro da resisténcia da cultura probiodtica a digestédo
QASHINIESTINGL ... 42
5.2.7 Estabilidade das microparticulas em diferentes condi¢ées de estocagem

43
B CONCLUSOES.......oiiiiiiieieteteiit ettt 45
7 REFERENCIAS .....ootioeeeeee ettt ettt e eteateare e e eaeataareennens 46

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicéo do leite humano e do leite de vaca..........cccoeeevvviiiiieiiiiiiiiiiie e, 6
Tabela 2. Novos nomes para algumas espécies proeminentes de probidticos de
= T (o] o = Lo 1| 10 PSRRI 9
Tabela 3. Valor D e z de E. sakazakii em férmulas infantis em po...........cccccceeeiiiiiiinnee. 19
Tabela 4. Materiais encapsulantes e temperaturas de entrada avaliados nos ensaios
(1= T T 4Tz U= PSSP 22
Tabela 5. Quantificacdo de L. reuteri e eficiéncia da encapsulacao. ..............cceceevvvvvnnnnn. 28
Tabela 6. Taxa de sobrevivéncia de L. reuteri microencapsulado com leite desnatado 20%
durante armazenamento @ 4°C.. ..o 29
Tabela 7. Taxa de sobrevivéncia de L. reuteri microencapsulado com féormula infantil 20%
durante armazenamento @ 4°C. ..o 30
Tabela 8. Atividade de agua e umidade das microparticulas obtidas nos ensaios
(1= T T 4Tz U= PSRRI 31
Tabela 9. Média e desvio padréo das temperaturas de saida dos ensaios de secagem.. 32
Tabela 10. Quantificacdo de L. reuteri e eficiéncia da encapsulagdo...................ceeeee. 35
Tabela 11. Atividade de agua e umidade das microparticulas de férmula infantil 20%. ... 36
Tabela 12. Média e desvio padrao das temperaturas de saida dos ensaios de secagem a
0 R SRRSO 37
Tabela 13. Didametro médio e descritores de distribuicdo de tamanho das microparticulas.

Tabela 14. Taxa de sobrevivéncia do L. reuteri microencapsulado com formula infantil 20%
(o 11U = = W4 0 el 3OO PRPPRPPP 42
Tabela 15. Determinacéo da taxa de sobrevivéncia do L. reuteri apds exposicdo simulada
A0 trato gastrinteStINGL ..........uuiiii e 43
Tabela 16. Taxa de sobrevivéncia de L. reuteri microencapsulado com formula infantil 20%

durante armazenamMENTIO A 4 € 250 C . ..o e 44



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Etapas do processamento do leite de vaca para a producao de férmulas infantis.

Figura 2. Monitoramento da temperatura de Saida. .............cceeeeriiiiiiiiiiiiiie e 24
Figura 3. Procedimento de reconstituicdo da férmula infantii com microparticulas com
CUIUIA PrODIOICA. ... ettt r e e e e e s eeeeeas 26
Figura 4. Temperatura de saida dos ensaios 1, 2 e 3 do processo de secagem de leite
desnatado em spray dryer realizado a 130°C.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 33
Figura 5. Temperatura de saida dos ensaios 1, 2 e 3 do processo de secagem de leite
desnatado em spray dryer realizado a 170°C. ........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 33
Figura 6. Temperatura de saida dos ensaios 1, 2 e 3 do processo de secagem de Formula
Infantil em spray dryer realizado @ 130°C..........coiiiiiiiiiiiiiiee e 34
Figura 7. Temperatura de saida dos ensaios 1, 2 e 3 do processo de secagem de Férmula
Infantil em spray dryer realizado @ 170°C. ........coiiiiiiiiiiiiiice e 34
Figura 8. Morfologia celular de colbnias de L. reUteri. .........cccoovuiiiiiiiieeiiieicee e 36
Figura 10. Temperatura de saida dos ensaios 1, 2 e 3 do processo de secagem de formula
infantil em spray dryer realizado @ 170°C. .........uuuuuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 38
Figura 11. Gréfico de distribuicao de tamanho de particulas das amostras Leite Desnatado
(Linha Azul) e Formula Infantil (Linha Vermelha)...........cccuveiiiiiiiiiiiiiiee e 39
Figura 12. Morfologia obtida por microscopia ética das amostras Leite desnatado (A) e
Formula infantil (B). Barras = 20 MICIOMETIOS. .......coviiiuiiiiiiiieee et 40
Figura 13. Perfil de resfriamento das férmulas infantis hidratadas a 70°C, ensaio realizado
EIMN AUPIICALAL ... 41



1 INTRODUCAO

O leite materno € o mais apropriado para alimentacdo da crianca devido a sua
composi¢cdo nutricional, fornecendo exclusivamente as necessidades nutricionais nos
primeiros seis meses de vida (ACKERBERG; LABUSCHAGNE; LOMBARD, 2012). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda amamentagcdo nos primeiros seis
meses de vida, seguida de amamentacao continua com alimentos complementares por até
dois anos ou mais (SALMINEN et al., 2020).

Um desenvolvimento intestinal saudavel é de grande importancia durante a
infancia. Isso contribui para o crescimento e desenvolvimento, garantindo a digestdo e
absorcao de nutrientes. A colonizag¢ao do trato gastrintestinal do bebé é um determinante
critico da microbiota intestinal, que condiciona uma interacdo critica dos antigenos
alimentares e do ambiente externo. A insercdo de probidticos pode ser associada com
beneficios como reducéo do risco de infecgbes gastrintestinais, risco reduzido de diarreia
pela utilizagdo de antibidticos, menor frequéncia de cdlica e irritabilidade (EPIFANIO, 2012;
SALMINEN et al., 2020).

A eficacia da adicdo de probidticos a férmula infantil ainda néo é conclusiva. No
entanto, estudos continuam demonstrando os beneficios para a saude do lactente em
grandes ensaios clinicos randomizados, afirmando que o uso de probi6ticos demonstrou
ser eficaz no tratamento da gastroenterite viral aguda e na prevencao da diarreia associada
a antibioticos em criancas saudaveis, e especificamente em casos de enfermidades, como
a reducdo da enterocolite necrosante (inflamagé&o intestinal em que porgfes do intestino
sofrem necrose - morte das células) em bebés prematuros. O fato de que os beneficios
dos probidticos agora sdo reconhecidos pelo publico € um indicador que a producgéo e
compra de férmulas suplementadas com probiéticos pode aumentar (ACKERBERG et al.,
2012; KENT & DOHERTY, 2014).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou, em 2011, as
resolucdes n.43, 44 e 45, que dispbe sobre o regulamento técnico para férmulas infantis
de partida (0-6 meses), formula de seguimento (a partir do 6° més) e formulas infantis
destinadas a necessidades dietoterapicas especificas, respectivamente. Nesses
regulamentos ficou estabelecido a obrigatoriedade de que a rotulagem traga a instrucao
que o produto deve ser preparado com agua em temperatura ndo inferior a 70°C,
inviabilizando a adi¢éo de probiodticos nas formulas (Bifidobacterium resiste até 43-45°C e

Lactobacillus até 35-40°C). Assim, a busca por alternativas e tecnologias disponiveis que



possibilitem a manutengéo da quantidade dos microrganismos viaveis se torna necesséria,
pois entende-se que um requisito voltado para a seguranc¢a das formulas infantis ndo pode
ser ignorado com o intuito de permitir a adicAo de um ingrediente opcional, mas de
reconhecida importancia para salde, nesses produtos.

Neste contexto, o objetivo deste projeto de dissertacdo € estudar a aplicacdo da
técnica de microencapsulacdo por spray drying de uma cultura probidtica para adicdo a
uma férmula infantil para lactentes, visando sua viabilidade apds o preparo e passagem

pelo trato gastrointestinal simulado.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Estudar a aplicacdo da técnica de microencapsulacao por spray drying de uma
cultura probidtica para adigdo em férmula infantil comercial e avaliar a sua viabilidade apds
a reconstituicdo do produto a 70°C e simula¢éo da passagem pelo trato gastrointestinal.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar a cultura probittica a ser empregada no estudo;

¢ Avaliar diferentes materiais encapsulantes e temperaturas de secagem e selecionar as
melhores condicfes para o processo de microencapsulacao por spray drying;

¢ Avaliar o didmetro e as caracteristicas morfolégicas das microparticulas;

e Estudar a adicdo das microparticulas ao po e a viabilidade da cultura apos dissolugéo
do mesmo a 70°C;

e Avaliar a viabilidade do probiotico apds a simulacao in vitro da passagem pelo trato
gastrointestinal, em solu¢fes acidas e com sais biliares;

e Realizar a estocagem das microparticulas em diferentes temperaturas e avaliar a

estabilidade durante o armazenamento.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Leite humano e férmula infantil

O leite humano é uma fonte importante de bactérias probioticas que ajudam a
colonizar o intestino do bebé e contribuem para a composi¢cao de uma microbiota intestinal
favoravel, incluindo Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., com este género dominando
a microbiota intestinal de um bebé de parto normal. O lactente em aleitamento materno
geralmente tem um sistema imune mais saudavel do que o alimentado com férmulas.
Pressupfem-se que as bactérias do leite humano sdo componentes bioativos que regulam
o desenvolvimento do sistema imunologico de uma crianca e atenuam processos de
inflamacao, criando um ambiente favoravel, com composicao mais completa de proteinas
e mediadores da fung¢@o imunoldgica, beneficios ainda deficientes na férmula infantil
(ANTUNES & PACHECO, 2009; SALMINEN et al., 2020).

A Organizagéo Mundial da Saude (OMS) recomenda amamentag¢ao nos primeiros
seis meses de vida, seguida de amamentagdo continua com alimentos complementares
por até dois anos ou mais. Amamentagao ou intervencao nutricional durante o inicio da
vida pode ajudar a prevenir o risco de doengas infecciosas e ndo transmissiveis durante
infancia e na idade adulta (SALMINEN et al., 2020).

Na inviabilidade do oferecimento do aleitamento materno, deve ser indicada uma
formula infantil. A Anvisa publicou a RDC N° 43 em 2011, para bebés de 01 a 06 meses,
com a seguinte definigcéo:

“Férmula infantil para lactentes é o produto, em forma liquida ou em pd, utilizado sob prescricédo,

especialmente fabricado para satisfazer, por si sé, as necessidades nutricionais dos lactentes

sadios durante os primeiros seis meses de vida”

A RDC N° 44 de 2011 define férmula infantil para bebés de 06 a 12 meses:

“Formula infantil de seguimento para lactentes e criancas de primeira infancia: produto, em forma

liguida ou em pé, utilizado quando indicado, para lactentes sadios a partir do sexto més de vida

até doze meses de idade incompletos (11 meses e 29 dias) e para criancas de primeira infancia

sadias, constituindo-se o principal elemento liquido de uma dieta progressivamente diversificada”

Formula infantil € um composto a base de leite de vaca, ou de leite de outros
animais, e/ou de outros ingredientes que foram aprovados para serem adequados a
alimentacéo infantil, adicionada de nutrientes nas proporc¢des e qualidades recomendadas
(PANIAGO et al., 2017; WEFFORT, 2012).

As formulas tém se adequado em diversos aspectos, como qualidade dos

nutrientes e composicao, pois sado desenvolvidas para reproduzir o leite materno. A



composicdo média das férmulas infantis contém no pd, aproximadamente, 8-12% de
proteinas, 40-45% de carboidratos e 50% de gorduras (EPIFANIO, 2017).

A origem das formulas infantis € o leite de vaca, que passa por processos
tecnolégicos (Figura 1) para ser utilizado na férmula infantil, garantindo que a composicéo
atendera as necessidades nutricionais, digestibilidade, balanco de aminoacidos das
proteinas, funcionalidade, compatibilidade com processo, composi¢do, e adequacdo a
legislacdo (RODRIGUES DE SA et al., 2017).

Obtencéo do soro por coagulacdo acida ou enzimatica

Desmineraliza¢do do soro

Concentracéo do soro e/ou desidratacdo em secadores tipo spray

Adicao de ingredientes para aproximar a composi¢ao do leite humano

Embalagem

Figura 1. Etapas do processamento do leite de vaca para a producgéo de formulas infantis.

A densidade energética do leite de vaca € semelhante a do leite humano, de 60 a
70kcal/100ml, a mesma recomendada para as formulas infantis. As diferencas basicas
entre o leite humano e o leite de vaca sdo as proteinas, lactose, minerais e gorduras
(GARCIA et al., 2013). A Tabela 1 mostra o comparativo entre a composi¢cao do leite

humano e o leite de vaca.



Tabela 1. Composicao do leite humano e do leite de vaca.

Componentes Leite humano Leite de vaca
Agua (g/100ml) 87,5 87,5
Energia (kcal/100ml) 66 65
Carboidratos (g/100ml) 7,0 4,6
Gorduras (g/100ml), entre os quais: 3,8 3,7
Acidos Graxos (g/100ml)

essenciais 04 0,1

saturados 1,9 11

insaturados 2,2 3,0

Proteinas (g/100ml)

Caseina 0,25 2,6
Lactoalbumina 0,2 0,1
Lactoglobulina - 0,3

Fonte: Adaptada de Sa et al., 2017.

O que mais diferencia o leite de vaca do leite humano é o tipo e quantidade de
proteinas. As proteinas do soro do leite correspondem a aproximadamente 60 a 80%, com
predominancia da alfa-lactalbumina, importante na sintese de lactose, e no leite de vaca
as proteinas do soro correspondem a 18%, com predominéncia da beta-lactoglobulina,
potencialmente alergénica. O fato do leite de vaca possuir trés vezes mais proteinas que o
humano, resulta em uma maior carga proteica que devera ser filtrada por um rim
funcionalmente imaturo, aumentando a excrec¢éo de calcio pela urina. A quantidade de
lipidios do leite de vaca e leite materno sdo muito semelhantes, entretanto existem
diferencas qualitativas. No leite humano, s@o facilmente digeriveis e fontes de acidos
graxos poli-insaturados e insaturados de cadeia intermediaria, importantes para o primeiro
més de vida do bebé (RODRIGUES de SA et al., 2017).

A producéo das formulas infantis foi regulamentada nos anos 80 pelo Food and
Drug Administration (FDA), e desde entdo as empresas passam por um rigoroso controle.
O FDA adota as recomendagdes da Academia Americana de Pediatria (AAP) e a principal
agéncia regulamentadora, em nivel internacional, € o Codex Alimentarius Committe on
Foods for Special Dietary FAO/OMS. Com o0 avanco tecnoldgico, os produtos elaborados
foram sendo desenvolvidos adequando as quantidades de macro e micronutrientes para
compensar algumas deficiéncias digestivas absortivas, evitar reages alérgicas e contribuir
para diminuir a desnutricdo secundaria (WEFFORT, 2012). A Comissdo do Codex
Alimentarius FAO/OMS estabeleceu recomendagfes sobre férmulas/composi¢des e o
Brasil as adotou em sua legislacéo para registro e comercializacao das formulas infantis.

As férmulas infantis sdo divididas em trés categorias, segundo a Anvisa:



(1) Férmulas infantis para lactentes sadios durante os primeiros seis meses de vida,
também conhecida como formula de partida (BRASIL, 2011a);
(2) Formulas infantis de seguimento para lactentes e criangas da primeira infancia (12-36
meses) sadias, também conhecida como formula “de seguimento” (BRASIL, 2011b);
(3) Férmulas infantis de seguimento destinadas a necessidades dietoterapicas especificas,
sendo utilizadas especialmente para atender as necessidades nutricionais decorrentes
de alterac0es fisiologicas e/ou doencas tempordrias ou permanentes (BRASIL, 2011c).
A suplementacao de férmulas infantis com prebiéticos, probioticos e simbidticos que
agem como moduladores da microbiota intestinal, além de aumentar a resisténcia as
infeccdes intestinais e modular o sistema imunolégico, tem sido proposta baseando-se em
estudos observacionais, e no fato de que o leite materno também é fonte de probidticos e
prebidticos. O género mais empregado na suplementacdo de formulas infantis € o
Bifidobacterium, pois é predominante na microbiota intestinal de bebés amamentados. O
leite de mulheres sadias contém de 10° a 10* UFC/ml de probidticos, representando uma
fonte importante de bactérias para o intestino do bebé (RODRIGUES de SA et al., 2017).
Segundo a literatura internacional, tem sido sugerido que os probiéticos devem
estar presentes no alimento em quantidades minimas de 108 UFC/g do produto pronto para
consumo. Esta contagem minima deve estar presente para fornecer seus beneficios
potenciais ao hospedeiro (TAMIME et al., 2017; VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015). A
legislagdo de 2011 para formula infantil determina que o contetdo de bactérias viaveis
deve estar entre 10° a 108 UFC/g do produto pronto para consumo. Em 2019, a ANVISA
estabeleceu que cada empresa deve demonstrar, por meio de comprovacao cientifica, qual

a quantidade minima sugerida para obtencao do beneficio.

3.2 Probiodticos

O termo probidtico significa “para a vida” e € usado para nomear bactérias
associadas a efeitos benéficos para humanos e animais. Probi6ticos sdo “microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002), revisado pela International Scientific Association
for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) em 2013 (HILL et al., 2014).

A selegéo de bactérias probioticas tem como base o género, a origem (que deve
ser preferencialmente humana), a estabilidade ao &cido estomacal e aos sais biliares, a
capacidade de aderir @ mucosa intestinal, a capacidade de colonizar temporariamente o
trato gastrintestinal, a capacidade de produzir compostos antimicrobianos e a atividade
metabdlica no intestino. Probidticos sdo capazes de melhorar o equilibrio microbiano

intestinal e podem ser obtidos através de suplemento oral ou matriz alimentar que contenha



quantidade viavel suficiente para alterar a microbiota (EPIFANIO, 2017; RAIZEL et al.,
2011).

Os probidticos ndo séo colonizadores permanentes, ou seja, ndo se multiplicam
rapidamente. Dentre os diversos géneros que integram este grupo, destacam-se o
Bifidobacterium e o Lactobacillus, que sdo hdspedes naturais dos intestinos delgado e
grosso. A capacidade de permanecer viavel no local de destino e ser eficaz deve ser
verificada para cada cepa potencialmente probidtica (SILVA et al., 2016).

O conceito de probioticos traz nas suas premissas o reconhecimento de um efeito
benéfico para quem o utiliza. Apesar de alguns especialistas defenderem que esses efeitos
benéficos podem ser atribuidos genericamente a grupos de microrganismos, no Brasil a
abordagem regulatéria adotada pela Anvisa requer a demonstracdo dos efeitos para a
linhagem especifica (ANVISA, 2017).

As principais linhagens probidticas sdo pertencentes as espécies Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum, e
Bifidobacterium adolescentes. Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus ndo
sdo considerados probidticos, mesmo sendo benéficos ao organismo (NOGUEIRA, 2011).

O género Lactobacillus era muito heterogéneo, continha mais de 250 espécies,
novas ferramentas analiticas permitiram aos cientistas ver que as espécies historicamente
agrupadas como Lactobacillus eram muito diferentes uns dos outros geneticamente.
Aplicando métodos mais atuais, um grupo global de cientistas colaborou para dividir este
género em grupos de espécies intimamente relacionadas - que compartiiham certas
propriedades fisiolégicas e metabdlicas - sob novos nomes de género (POT et al., 2019).

A partir de abril de 2020, algumas espécies do grupo dos Lactobacillus foram
realocadas em novos géneros para um agrupamento mais preciso das suas caracteristicas.
Quase todos os novos géneros propostos para este grupo comegam com a letra “L”, entao
a forma abreviada de género / espécie - como L. reuteri - permanecem inalterados. Alguns
nomes de espécies e designagbes de linhagens ndo mudaram - apenas 0 género

abrangente mudou (ZHENG et al., 2020). A Tabela 2 contém alguns microrganismos

que tiveram sua nomenclatura alterada:



Tabela 2. Novos nomes para algumas espécies proeminentes de probidticos de
Lactobacillus.

Nome usual Novo nome
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri.
Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus salivarius Ligilactobacillus salivarius
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum

Fonte: ISAPP Scienc (2020).

Os novos agrupamentos podem facilitar a compreensao de mecanismos comuns
que mediam os beneficios probiodticos para a salde, porque as espécies mais intimamente
relacionadas (e, portanto, sdo mais propensas a compartilhar caracteristicas fisioldgicas)
sdo agrupadas sob o mesmo género (ZHENG et al., 2020).

As bifidobactérias sdo microrganismos gram positivos, ndo esporogénicos,
anaerobios; tem crescimento 6timo entre 37° e 41°C, com multiplicacdo maxima em 43-
45°C e minimo em 25-28°C. O pH 6timo é de 6,5 a 7,0, ndo havendo crescimento em pH
<5,1 ou >8,0. As bactérias do género Lactobacillus sédo microaerofilicas, com o crescimento
favorecido por anaerobiose ou pressao reduzida de oxigénio, temperatura 6tima de
multiplicacdo entre 35 e 40°C e pH entre 5,5 e 6,2 (RAIZEL et al., 2011).

A microbiota humana é um ecossistema dinamico estabelecido apds o nascimento
e composto por todos 0s microrganismos que vivem na superficie humana ou dentro do
nosso corpo em relagdo naturalmente simbidtica com ele (GALLEGO & SALMINEN, 2016).

O trato gastrointestinal € estéril, e a colonizacdo bacteriana do intestino comeca
no nascimento e continua ao longo da vida, com notaveis mudancgas especificas por idade.
Nas primeiras 24 horas de vida, pode-se encontrar nimero significante de bactérias
anaerdbias facultativas, micrococos, estreptococos e coliformes. O nascimento, o tipo de
parto, a qualidade da dieta (leite materno ou férmula infantil) e se o paciente tem alta ou
permanece em ambiente hospitalar, influencia na microbiota intestinal, que tende a instituir-
se por volta dos 18 aos 24 meses e a manter-se estavel durante toda a vida, considerada
saudéavel quando ha predominio de Bifidobacteria e Lactobacillus (FAO/WHO, 2002).

A alimentagdo da crianga é um fator determinante de sua saude, essencialmente
no primeiro ano de vida, resultando em um crescimento e desenvolvimento adequados. A
recomendacdao do uso de probiéticos na infancia é para prevencao e tratamento de

diarreias, pois alteram a microbiota intestinal e inibem o crescimento de bactérias



patogénicas, promovem digestdo adequada, e modulacdo do sistema imunoldgico
(BRANDAO, 2014).

E possivel citar o "efeito de barreira" ou “resisténcia a colonizagéo” como uma
atividade benéfica da microbiota intestinal, ou seja, as bactérias ja presentes neste
ambiente evitam a proliferacdo de outros microrganismos recém-ingeridos, incluindo
patégenos. Por isso, o consumo de probiéticos através de suplementacao pode contribuir
para a salde do hospedeiro. Lactobacilos e bifidobactérias produzem, através da atividade
fermentativa, compostos orgéanicos (p. ex. acido lactico, peroxido de hidrogénio e &cido
acético) que aumentam a acidez intestinal, e bacteriocinas, que sao proteinas
metabolicamente ativas que auxiliam na destruicdo de microrganismos indesejaveis,
inibindo a proliferacdo bacteriana e o dano ao epitélio intestinal. Os probibticos podem
também reforcar as jungdes intercelulares no trato gastrointestinal, pois, distarbios na
microbiota, alteram a permeabilidade intestinal, fendbmeno chamado “leaky gut’, o que
diminui a seletividade intestinal as macromoléculas. Além disso, estes microrganismos
também competem por nutrientes, fator primordial no controle de patégenos (KAMADA et
al., 2013; NOGUEIRA, 2011; RAIZEL et al., 2011; VANDENPLAS et al., 2015)

3.3 Probiodticos em férmulas infantis

Probidticos e prebioticos sdo adicionados a férmula infantil para promover uma
microbiota intestinal semelhante a de um bebé alimentado com leite materno para
favorecer um crescimento ideal, desenvolvimento e diminuir infeccbes (ACKERBERG et
al., 2012).

A ISAPP definiu prebidtico como um “substrato que € utilizado seletivamente por
microrganismos hospedeiros, conferindo um beneficio a saude” (GIBSON et al., 2017). Sao
substancias nao digeriveis que estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade de
bactérias no célon, melhorando assim a salde do hospedeiro. Os prebidticos mais
amplamente estudados sé&o inulina, frutooligossacarideo (FOS) e galactooligossacarideo
(GOS). Quando probidticos e prebidticos sdo administrados simultaneamente, sao
chamados simbi6ticos. O prebiético melhora a sobrevivéncia das bactérias probidticas e
estimula a atividade dessas no trato gastrointestinal (EPIFANIO, 2012).

Os prebidticos estao sendo adicionados a férmulas infantis pois estéo presentes na
composicdo do leite materno, e sédo eficazes na prevencédo de diversas doencgas e na
protecdo imunoldgica do bebé por ser uma substancia bioativa (BRANDAO, 2014).

A Anvisa permite a adicdo de probidticos em férmulas infantis desde que sigam

alguns critérios de acordo com a legislacdo, como a comprovacao, através de revisao
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sistemética de ensaios clinicos publicada em revistas cientificas indexadas, da seguranca,
do efeito desejado e a auséncia de efeitos adversos da cepa.

Geralmente, as formulas infantis com probidticos utilizam Bifidobacterium spp. Ou
Lactobacillus spp., pois seu consumo € considerado seguro de acordo com a lista QPS
(Qualitative Presumption of Safety - Presuncao Qualitativa de Seguranga) de bactérias, da
Unido Europeia. Nos Estados Unidos, existe um sistema néo obrigatorio de avaliagdo de
seguranca, fornecido pelo FDA que analisa os arquivos de seguranca de cepas probioticas
especificas a serem incluidas no chamado Inventario de Notificagdo GRAS (Generally
Recognized as Safe - Geralmente Reconhecido como Seguro), que é atualizado
continuamente (O'TOOLE; MARCHESI; HILL, 2017).

O Comité de Nutricdo da Sociedade Europeia de Gastroenterologia e Nutricdo
Pediatrica (ESPGHAN) publicou, em 2004, um parecer sobre as informagdes disponiveis
dos efeitos da adicdo de probidticos em formulas infantis. Alguns estudos demonstraram
gue a administracéo de Bifidobacterium lactis reduziu a prevaléncia de diarreia nosocomial,
0 risco de gastroenterite por rotavirus e levou a uma significante baixa taxa de
disseminacao de rotavirus. Também foi reportado uma reducgéo significativa de dermatite
atOpica em criangas que possuem alergia ao leite de vaca que consumiram férmula infantil
com o probidtico. A maioria dos estudos ndo apresentaram dados do efeito dos mesmos
sobre crescimento, nem positivo, nem negativo. Concluiu-se que o melhor efeito
comprovado dos probi6ticos em criancas é a reducdo da duragéo de gastroenterite aguda
infecciosa. Foi recomendado que, ao adicionar probidticos em produtos para criangas,
deve-se utilizar somente cepas para as quais a identidade e a estabilidade tenham sido
demonstradas e consideradas seguras quanto a adicdo ao alimento (AGOSTONI et al.,
2004).

Por fim, o Comité reconheceu que ha evidéncias que alguns probiéticos tem
beneficios na salude e bem-estar, mas os dados publicados sobre os efeitos clinicos séo
limitados. Até mais estudos estarem disponiveis, ndo é possivel concluir que os efeitos
clinicos da suplementagéo de probidticos sdo preventivos ou terapéuticos para qualquer
doenca na infancia (AGOSTONI et al., 2004).

Em 2011, uma nova revisao sisteméatica feita pelo Comité de Nutricdo da ESPGHAN
foi publicada, com evidéncias relativas a seguranca e os efeitos sobre a saude de formulas
suplementadas com probidticos e/ou prebiéticos. Foi concluido que, em lactentes
saudaveis, o consumo de férmula suplementada com probidticos ndo causa preocupacgoes
de seguranca sobre o crescimento e efeitos adversos. A ingestao de probiéticos pode ser

associada com alguns beneficios clinicos, como reducdo do risco de infeccbes

11



gastrointestinais, reducédo do uso de antibiéticos e menor frequéncia de colica e/ou
irritabilidade (BRAEGGER et al., 2011).

Uma revisdo em trabalhos sobre recém-nascidos que receberam exclusivamente
férmulas infantis com simbiéticos, probiéticos ou prebidticos com o objetivo de determinar
os efeitos dessas formulas em desfechos clinicos, quando comparada a ingestdo de
féormula sem esses componentes, e analisar se 0s simbidticos sdo superiores aos
probidticos ou prebidticos. Os bebés que consumiram as férmulas com simbidticos nédo
tiveram efeito significativo no crescimento (ganho de peso, altura e circunferéncia da
cabeca), mas aumentaram significativamente a frequéncia da evacuacao; o0s que
consumiram os probidticos ndo tiverem efeito significativo no crescimento, ndo tiveram
perda de peso, porém a férmula foi bem tolerada e tiveram a contagem de enterobactérias
reduzida significativamente; os que consumiram os prebiédticos tiverem efeito significativo
no ganho de peso e aumentaram a frequéncia de evacuagfes (MUGAMBI et al., 2012).

Brandao (2013) avaliou a maneira que 0s prebiéticos e probidticos sdo utilizados
no tratamento de diversas patologias, principalmente no sistema gastrointestinal, na
pediatria. A adicdo de prebidticos aumentou a producéo de acidos graxos de cadeia curta,
diminuiu o pH intestinal e a producédo de fezes foi de consisténcia similar a bebés recém-
nascidos a termo e prematuros amamentados com leite materno, além da mistura de
frutooligossacarideo (FOS) e galactooligossacarideo (GOS) ter promovido crescimento de
bifidobactérias e lactobacilos. O consumo de FOS e inulina proporcionaram barreira contra
microrganismos patdgenos, melhoraram absorgdo de nutrientes e transito gastrointestinal.
Tais beneficios sugerem a recomendacdo de seu uso em criancas constipadas pois
aumentam também a retencdo de agua das fezes, melhorando a consisténcia e a
frequéncia das evacuacdes. Quanto ao consumo de probiéticos, os bebés prematuros
internados em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal que foram suplementados ficaram
seis dias a menos do que os demais. Nesse trabalho, ha evidéncias limitadas na eficacia
no tratamento da diarreia aguda e persistente e prevencdo de diarreia associada a
antibioticos.

Apesar dos estudos com resultados positivos, ndo é recomendado o uso continuo
de férmula suplementada com probiéticos em lactentes saudaveis devido a falta de dados
sobre os efeitos em longo prazo desse consumo. Os dados disponiveis sdo limitados para
ter conclus@es confiveis sobre o efeito dos simbidticos, probidticos e prebioticos sobre os
resultados clinicos em criangas alimentadas com formulas, pois ha uma deficiéncia de
publicagcbes que evidenciam os beneficios do uso continuo de férmulas infantis
suplementadas (BRAEGGER et al., 2011; MUGAMBI et al., 2012; SALMINEN et al., 2020).
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Desta maneira, fica clara a importancia da continuidade dos estudos que
esclarecam e avaliem os efeitos a longo prazo do uso de férmulas infantis com a adi¢éo
dos prebidticos e probidticos. Também é importante o estudo de tecnologias que viabilizem
a manutencdo e viabilidade desses microrganismos apos o preparo do leite. Nesse ambito,
a microencapsulacao é a técnica foco deste trabalho, cujos fundamentos e aplicagfes séo
abordados na sequéncia.

3.4 Microencapsulagéo

A encapsulacéo é baseada em um processo fisico, quimico ou fisico-quimico para
prender uma substancia em um material para produzir microparticulas. A
microencapsulacdo € uma tecnologia que permite a protecéo de células bacterianas para
uso na induastria de alimentos, aumentando seu grau de sobrevivéncia, através da prote¢céo
contra condicbes adversas as quais sdo expostos durante o processamento e
armazenamento dos alimentos, e também durante a passagem pelo trato gastrointestinal,
onde devem resistir ao decurso por esse sistema (BURGAIN et al., 2011; NUNES et al.,
2015).

O encapsulamento de componentes bioativos pode ser usado em muitas
aplicagdes na industria de alimentos: controlando a reagdo de oxidacdo, mascarando
sabores, cores e odores, proporcionando liberacdo controlada, prolongando a vida de
prateleira, entre outros. A encapsulacdo de probiético € usada para proteger as células
contra um ambiente adverso. O ativo, também chamado de material do nucleo, é disperso
em uma matriz chamada parede. Este material de transporte deve ser capaz de formar
uma barreira para proteger a substancia encapsulada (BURGAIN et al., 2011).

A secagem por atomizacdo pode ser considerada como um método de
microencapsulagdo mais popular, e tem sido investigada como um meio de estabilizar
bactérias probidticas em varias matrizes alimentares, na maioria das vezes composta de
proteinas, polissacarideos, aclcares e combinacdes entre estes. As células a serem
encapsuladas séo dispersas em uma solucdo do agente encapsulante, e depois esse
sistema é atomizado, dispersando o produto liquido em forma de pequenas goticulas em
uma corrente de ar quente, obtendo-se a evaporagdo da agua e a subsequente
solidificacdo, formando microparticulas solidas. Os parametros de atomizag&o influenciam
nas propriedades do p6, como densidade, formato, distribuicdo de tamanho, e o teor final
de umidade (CHAVEZ & LEDEBOER, 2007; SILVEIRA et al., 2013).

Para a formacgéo desse tipo de particula, diferentes agentes tém sido utilizados,
sozinhos ou em conjunto para microencapsular culturas probiéticas, tais como alginato,

goma arabica, goma gelana, maltodextrina, amido, derivados do leite como proteinas
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(caseinas e proteinas do soro), leite em pd desnatado e soro de leite, prebidticos (inulina,
oligofrutose, polidextrose), entre outros (NUNES et al., 2015).

O alginato de célcio é usado para o microencapsulamento devido a sua
simplicidade, ndo toxicidade, biocompatibilidade e baixo custo. Esta substancia possui
sensibilidade ao ambiente acido, mas isso pode ser compensado pela mistura de alginato
com outros compostos poliméricos, ou revestindo as capsulas por outro composto, como
o0 amido, que é comumente usado e tem sido mostrado que resulta em uma melhora da
eficacia do probidtico. Uma mistura de goma xantana e gelatina tem sido usada e apresenta
alta resisténcia a condicdes acidas. O ftalato de acetato de celulose é usado para controlar
a liberacéo de drogas no intestino pois ndo é solivel em pH menor que 5, mas é solavel
em pH maior que 6. O microencapsulamento de bactérias probidticas usando acetato
ftalato celulose fornece protegéo para microrganismos em condi¢fes simuladas do trato
gastrointestinal. O amido resistente € uma superficie ideal para a aderéncia de células
probidticas e ndo é digerido pelas enzimas pancreéticas (amilases) no intestino delgado,
por isso pode atingir o intestino grosso, onde sera fermentado, e isso pode melhorar a
entrega do probidtico em um estado viavel e metabolicamente ativo ao intestino. As
proteinas do leite sdo veiculos naturais para as células probibticas e tém excelentes
propriedades de gelificacdo e esta especificidade tem sido recentemente explorada para
encapsular probiéticos (BURGAIN et al., 2011).

A influéncia do preparo do in6culo na sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus
encapsulado pela técnica de extruséo e liofilizado foi avaliada por Orosco & Kunigk (2012)
através de trés métodos de preparo: (1) adicdo direta da cultura comercial (liofilizada), (2)
ativacdo da cultura em leite desnatado, e (3) cultivo da cultura em caldo MRS e
recuperacao das células na fase estacionaria de crescimento (numero total de células
mantém-se constante — que foi com 24h de cultivo). A contagem da cultura liofilizada antes
dos preparos era de 10° UFC/g, armazenada a -18°C. A diferenca entre microrganismo
ativado em leite com as células na fase estacionaria foi de 0,3 log UFC/g, e com a adig&o
direta foi de 1,5 log UFC/g. Apbés 21 dias, as culturas foram avaliadas e a contagem
permaneceu constante (10° UFC/g) no armazenamento a 5°C no vacuo, concluindo que o
preparo do in6culo que serd encapsulado influencia na contagem de células viaveis apos
0 processamento.

Michelini et al. (2009) desenvolveram microparticulas com probidticos
(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis) e prebidtico (inulina) por secagem
em spray dryer, avaliando-as em solu¢des tampéo acetato pH4,5 e tampao fosfato pH 6,0
e 7,5. As culturas probidticas foram reativadas em leite desnatado reconstituido e caldo

MRS, e a solucao utilizada para secagem foi composta por acetato ftalato de celulose,
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maltodextrina, glicerol, tween 80, leite e inulina. A temperatura de entrada (inlet) para
secagem do L. acidophilus foi 110°C, enquanto que para o B. animalis diversas
temperaturas foram testadas (110°C, 130°C e 160°C). Apdés a secagem, avaliou-se a
liberacdo de células nas solugdes tampéo apés 60, 120 e 180 minutos. As contagens mais
baixas (10% e 10* UFC/g) foram no pH 4,5 em todos os tempos, ou seja, as particulas ndo
solubilizaram nesse pH; em pH 6,0 as contagens ficaram entre 10° e 10’ UFC/g. As
contagens mais altas foram do pH 7,5, variando entre 10° e 108UFC/g, sendo que a maior
concentracdo de células viaveis foi nas microparticulas secas a 110°C, concluindo que a
utilizacdo da inulina e do acetato ftalato celulose € viavel, pois as particulas apresentaram
um perfil de liberacdo controlada.

A técnica de spray drying € uma das mais comumente empregadas na
microencapsulacdo de probiodticos, entretanto, o efeito do uso de temperaturas elevadas
no processo de evaporagdo na diminuigdo da viabilidade de probiéticos encapsulados deve
ser estudado. Essas temperaturas sdo a causa mais provavel para a sobrevivéncia
insatisfatéria. A mortalidade das bactérias comeca a ocorrer durante o processo de
secagem e continua durante o armazenamento. E conhecido que uma série de condicées
devem ser cumpridas para proteger os probiéticos durante a secagem e o armazenamento,
como a temperatura e tempo de secagem, pois sao sensiveis a temperatura e a
mortalidade € proporcional ao tempo de exposi¢éo, portanto, o tempo de aquecimento deve
ser 0 mais curto possivel. O material de parede funciona como uma barreira contra
ambientes agressivos e pode aumentar a estabilidade, especialmente no trato
gastrointestinal, e no armazenamento, pois os probiéticos devem ser protegidos do calor,
oxigénio, luz e umidade (CHAVEZ & LEDEBOER, 2007).

A técnica de spray drying foi utilizada por Fritzen-Freire et al. (2012) para
microencapsular Bifidobacterium BB-12 em solu¢cdes compostas por leite reconstituido
desnatado (LRD) com inulina, LRD com oligofrutose e inulina, e LRD com oligofrutose para
avaliar o efeito da adicdo de prebioticos na viabilidade do probidtico apdés secagem e
durante armazenamento a 4°C e -18°C. A temperatura de entrada no equipamento (inlet)
foi 150°C. Apés 180 dias, todas as particulas apresentaram quantificacéo de células viaveis
acima de 6 log UFC/g. Este fato sugere que a inulina teve um efeito positivo na prote¢éo
das bifidobactérias durante o processo de encapsulacdo, provavelmente porque atuou
como um termoprotetor para as células submetidas ao processo de secagem.

Nunes et al. (2015) citam de uma maneira geral os estudos conduzidos neste
ambito, mostrando que a protecédo das células através do método de spray drying, é funcéo
da cepa utilizada, temperaturas de entrada e saida no equipamento e do tipo de agente

encapsulante. Dentre o0s agentes encapsulantes utilizados nesse processo, 0s
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termoprotetores vém sendo indicados para melhorar viabilidade das culturas probioticas
(BURGAIN et al., 2011). Alguns compostos com propriedades termoprotetoras ja foram
relatados, como: trealose, leite desengordurado, amido granular, combinacbes com
prebidticos e proteina de soro de leite (CRITTENDEN et al., 2001; DESMOND et al., 2002).

Penhasi (2015) avaliou a aplicacao de polimeros inteligentes (polimeros sensiveis
gue possuem capacidade de se regenerar uma vez que danificados) na formulacédo de
microencapsulacao de bactérias probibticas para a férmula infantil em p6 reconstituida a
70°C. Foi elaborada uma microparticula de camada dupla contendo
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como uma camada interna e externa, e uma camada de
revestimento inteligente, baseada numa combinacéo de hidroxipropilcelulose (HPC) e de
um gel termorreversivel. A protecdo proporcionada pela camada de revestimento
inteligente € o resultado da formacdo de gel do polimero apds exposicdo a alta
temperatura, que impede ainda mais a penetragdo de agua quente, consequentemente,
protegendo as bactérias durante a exposi¢édo a agua a 70°C.

As microparticulas foram misturadas com férmula infantil em p6 reconstituida com
agua pré-aquecida a 70°C e agitada durante 5 min, sendo posteriormente resfriada a 40°C
e a viabilidade das bactérias foi determinada apds atingir essa temperatura. Os resultados
mostraram que a microencapsulacao forneceu as bactérias protecao superior em agua a
70°C, resultando em contagens de células viaveis de 7,1x10%° a 8,2x10%° UFC/g, e também
que esse polimero se dissolve imediatamente apds resfriamento e as bactérias séo
totalmente libertadas. Isso ocorre porque o polimero forma um gel que faz com que a
espessura da camada de revestimento aumente e se desintegre de uma s6 vez
imediatamente apdés o resfriamento. Portanto, a desintegracdo das microparticulas € muito
mais rapida, tornando as microparticulas com probiodticos adequadas para produtos
submetidos a tratamento térmico em pelo menos uma fase de sua preparacao (PENHASI,
2015).

3.5 Bactérias termorresistentes em féormulas infantis

Em 2004, a Food and Agriculture Organization (FAO) e a World Health
Organization (WHO) reuniram especialistas para discutir sobre Enterobacter sakazakii e
outros microrganismos de interesse em formula infantii em pd, pela necessidade de
fornecer uma alimentacdo segura a todas as criangas. O escopo do encontro foi doencas
em bebés (<1 ano) ligadas a microrganismos (ou suas toxinas) associados a formula infantil
em po.

Em 2007, E. sakazakii foi reclassificado como Cronobacter spp. O novo género é

composto por 6 espécies: Cronobacter sakazakii; C. turicensis; C. malonaticus; C.
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muytjensii e C. dublinensis. Cronobacter spp. sdo sindnimos de E. sakazakii e, portanto,
essa nomenclatura aparecera no trabalho pois algumas referéncias foram publicadas antes
dessa alteragao.

A bactéria € gram-negativa, mével, em forma de bastonete, ndo formadora de
esporos e cresce em condicbes aerdbicas e anaerdbicas. E considerado um patégeno
oportunista, encontrado comumente no ambiente e nos alimentos. Os compostos
semelhantes a enterotoxina sdo produzidos por algumas cepas (FAO/WHO, 2004)

Breeuwer et al. (2003) realizaram um estudo para demonstrar que E. sakazakii
nao € particularmente termotolerante, mas pode se adaptar ao estresse osmatico e seco.
A resisténcia de sobrevivéncia a temperatura e/ou calor de uma bactéria sdo quantificadas
pelos parametros de resisténcia térmica valores D e Z (STUMBO, 1973). O valor D é
definido como o intervalo de tempo que ocasiona uma reducdo de 10 vezes (ou 1 ciclo
logaritmico) na populacdo de um microrganismo, e é funcdo da temperatura, isto é,
determina-se um valor D para cada temperatura. O valor Z é o intervalo de temperatura
gue ocasiona uma variagéo de 10 vezes (ou 1 ciclo logaritmico) no valor D. Os D e Z nédo
sdo aplicaveis somente para representar a resisténcia térmica dos microrganismos. Sao
encontradas na literatura, valores de resisténcia térmica para componentes nutricionais e
relacionados a qualidade, como teor de vitaminas grau de cozimento do produto.

No estudo de Breeuwer et al. (2003) foi determinado o valor Dsgc para a fase
estacionaria de E. sakazakii em cinco ensaios independentes e variou de 0,39 a 0,60 min
com um valor médio de 0,48, e o valor z de 3,1 e 3,6°C, respectivamente; o tratamento
térmico na formula infantil reconstituida nédo influenciou o valor D. Os valores D de outras
Enterobacteriaceae variaram de 0,1 a 0,9 a 58°C. Apenas Salmonella e Escherichia coli
foram mais resistentes (2,4 e 1,2 min a 60°C, respectivamente). Os valores de D
encontrados no trabalho indicaram que E. sakazakii ndo € particularmente
termorresistente, entretanto, o estudo demonstrou que a fase estacionaria E. sakazakii é
relativamente resistente a temperaturas elevadas (45°C) e a capacidade de crescer até
47°C fornece uma vantagem competitiva em ambientes secos, como encontrado em
fabricas de leite em pd, e assim aumenta o risco de contaminagdo pos-pasteurizacdo no
produto acabado.

Estudo realizado por Edelson-Mammel & Buchanan (2004) determinou a
resisténcia térmica de E. sakazakii e avaliou o efeito da hidratacdo com 4gua em diferentes
temperaturas. O ensaio térmico para determinagéo da resisténcia térmica foi feito com a
cultura a aproximadamente 10® UFC/ml. A cepa mais resistente ao calor a 58°C foi
determinada em cinco temperaturas (56, 58, 60, 65 e 70°C) para calcular o valor z, que foi
de 5,6°C.
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Para avaliar o efeito da hidratagdo com agua, um teste foi realizado reidratando a
formula infantil em pé contendo a cepa a um nivel de aproximadamente 10 UFC/mI de
formula quando reidratada em mamadeiras individuais, onde nenhuma inativagéo ocorreu
com 4gua a 50°C, 1-D de inativacao foi observada com 60°C, e 4-D ou mais de inativacéo
foi observada com a temperatura da agua acima de 70°C. Os resultados do estudo atual
indicam que uma abordagem alternativa é reidratar a formula infantil em p6 com o uso de
agua a uma temperatura de 70°C ou mais. Considerando que os niveis de E. sakazakii
observados na formula infantii em p6 foram geralmente de 1 UFC/100g de féormula
desidratada ou menos, um tratamento 4-D garantiria que uma por¢cdo ndo conteria essa
bactéria entérica (EDELSON-MAMMEL & BUCHANAN, 2004).

Iversen, Lane & Forsythe (2004) avaliaram a temperatura de crescimento de E.
sakazakii a 10* em fase estacionaria incubados entre 37 e 47°C. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro ap6s 24 e 48h; todas as cepas cresceram a 37 e 44°C ap0Os 24h;
nenhum crescimento foi observado a 47°C apds 24h. As taxas de crescimento especificas
foram medidas nos meios microbiolégicos ndo seletivos com temperaturas que variaram
de 6 a 49°C; todas as cepas cresceram entre 6 e 45°C, sendo a temperatura 6tima entre
37 e 43°C. Aresisténcia térmica foi determinada em temperatura de banho entre 54 e 62°C
e 0 tempo necessario em cada temperatura para que a contagem diminuisse 1 ciclo log
(valor D) foi determinado comparando o numero de sobreviventes em relagdo ao tempo,
usando andlise de regressao linear. O valor z (aumento da temperatura exigido para o valor
D reduzir 10x) foi determinado analisando a melhor linha de ajuste do valor logioD em
relacdo a temperatura. Os resultados estabeleceram valor Dssc na faixa de 10,2 a 16,4
minutos e valor Dezoc Na faixa de 0,2 a 0,4 minutos. O valor z médio foi de 5,7°C. Esses
valores sao similares ao de outras enterobactérias, como Salmonella em leite em po6
reconstituido. Usando o tempo de reducdo decimal para o microrganismo a 60°C de 1,1
min e o valor z de 5,7°C, é previsivel que o tempo de reducdo decimal em 71,2°C seja 0,7s.
Logo, o processo de pasteurizagdo rapida (71°C/15s) resultard em uma reducao de 21 log
na contagem viavel do organismo. A Tabela 3 resume os valores de valor D e z de E.
sakazakii determinados em formulas infantis em po, citados anteriormente.

O tratamento térmico é indicado como obijetivo de reduzir os riscos associados a
essa bactéria na férmula infantii em pé. O uso eficaz de tratamentos térmicos requer
informacg0des precisas sobre a resisténcia térmica do microrganismo alvo, sendo suficiente
para inativa-lo enquanto os nutrientes sao preservados. Embora a resisténcia térmica do
E. sakazakii seja maior do que alguns patégenos entéricos, tem sido relatado ser menos
resistente que Listeria monocytogenes. Pasteurizacdo padrdo tém sido relatadas como
eficazes para a destruicdo de E. sakazakii (EDELSON-MAMMEL; BUCHANAN, 2004;
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IVERSEN; LANE; FORSYTHE, 2004). Na Tabela 3 pode ser visto uma listagem dos valores
Dez.

Tabela 3. Valor D e z de E. sakazakii em formulas infantis em pé.

Valor z

Valor D (min) (°C) Referéncia
53°C 54°C 56°C 58°C 60°C 62°C 65°C 70°C
83 6,4 1,1 0,27 3,1 Breeuwer et al.,2003a
20,2 7,1 2,4 0,34 3,6
0,4
0,48
0,50
21,1 99 4.4 0,6 0,07 5,6 Edelson-Mammel & Buchanan,
+27 +0,8 04 +0,3 2004b
16,4 5,1 2,6 1,1 0,3 5,8 Iversen et al., 2004c
+0,67 +0,27 +0,48 +0,11 #0,12 +0,40
11,7 3,9 3,8 1,8 0,2 5,7 Iversen et al., 2004d
+5,80 +0,06 +1,95 +0,82 0,11 +0,12

Fonte: Adaptado de FAO/WHO, 2006.

a Valores de D em 4 diferentes cepas de E. sakazakii determinadas em tampé&o fosfato.

b Valor D para cepa caracterizada como a mais resistente ao calor das examinadas no estudo.
¢ Dados da cepa de E. sakazakii.

d Dados da cepa encapsulada de E. sakazakii

Esses trabalhos foram discutidos no encontro dos especialistas da FAO e WHO,
onde algumas recomendacdes a FAO, OMS, Codex, e seus paises membros foram feitas,
como a de utilizar férmulas que tenham sido submetidas a um procedimento eficaz de
descontaminacdo (a reconstituicdo com &gua quente ou aquecimento da férmula
reconstituida), mesmo sendo reconhecido que ainda existem faltas de dados cientificos
relacionados a E. sakazakii em formula infantil, como fontes e fatores contribuintes
associados a surtos e casos esporadicos de doencga, ecologia, taxonomia, caracteristicas
e viruléncia (FAO/WHO, 2004).

A Anvisa divulgou quatro Resolugdes - RDC n.43, n.44, n.45, e n.46, onde foram
estabelecidos critérios especificos de identidade, composi¢éo, qualidade e seguranca de
férmulas infantis, bem como requisitos de rotulagem para esses produtos, e entre eles a
obrigatoriedade de informar, no rétulo, que o produto deve ser reconstituido com agua
fervida e posteriormente resfriada a temperatura ndo inferior a 70°C. Esse critério foi
adotado com base nas diretrizes da FAO/WHO, referenciadas no Cédigo de Praticas de
Higiene para Formulas Infantis em P0 para Lactentes e Criancas de Primeira Infancia do
Codex Alimentarius (CAC/RCP 66 — 2008). O r6tulo também deve informar o tempo médio
de espera ap6s a fervura para atingir a temperatura de diluicdo de 70°C e instrucfes sobre
a importancia de testar a temperatura da férmula antes de administra-la, evitando

gqueimaduras.
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O documento do Codex Alimentarius reconhece que em certas situacdes, como
quando h& alta confiangca na qualidade microbioldgica do produto e adesédo as boas
praticas na preparacdo, manejo e uso da férmula, ou quando h& componentes
termossensiveis na férmula, estratégias alternativas de manejo do risco estao disponiveis
para a temperatura de diluicdo de 70°C, recomendada pela FAO/OMS (ANVISA, 2014;
EDELSON-MAMMEL & BUCHANAN, 2004).

Em relagcdo a ndo viabilidade dos probidticos na temperatura de diluicdo
recomendada, entende-se que um requisito voltado para a seguranca de férmulas infantis
nao pode ser ignorado com o intuito de permitir a adicdo de um ingrediente opcional nesses
produtos (ANVISA, 2014).

A Agéncia Francesa para a Seguranca Alimentar (Agence Francaise de Sécurité
des Produits Alimentaires — AFSSA, 2003) recomenda que o rétulo das férmulas infantis
com probidticos contenha instrugbes de preparo, armazenamento e aquecimento
especificos para garantir a sobrevivéncia do niamero de microrganismo desejavel até o
momento do consumo, e deve ser claramente indicado que o0 aguecimento excessivo causa
a morte de probiéticos e, portanto, o desaparecimento dos efeitos associados a sua
presenca. A indicacao € preparar a formula com agua a temperatura ambiente (CHERBUT
et al., 2003).

A Health Canada (2015) orientou o0 uso de agua resfriada a 70°C para bebés de
maior risco (bebés prematuros e com baixo peso ao nascer com menos de dois meses de
idade ou bebés imunocomprometidos), e informou que também é seguro preparar férmulas
infantis com agua a temperatura ambiente (37°C) apos ter sido fervida, se a férmula for
consumida imediatamente apds a preparacao.

O Food and Drug Administration publicou em setembro de 2016 o guia “Rotulagem
de Formula Infantil: Orientacdo para Industria”, onde sob o titulo “Instrucbes para
Preparacgao e Uso” informou que este deve conter, para féormula infantil, o peso e o volume
da férmula em po6 a ser reconstituida, sem nenhuma informacéo sobre temperatura de

reconstituicdo e tipo de agua a ser utilizada.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

4.1.1 Preparo das microparticulas

Cultura probidticas liofilizada de Limosilactobacillus reuteri LRE 02 (DSM 23878)
(Probiotical - Itélia)

Caldo MRS (Merck)

Cloreto de sodio - NaCl (Synth)

Formula infantil Aptamil® (Danone)

Leite em p6 desnatado (Piracanjuba)

4.1.2 Avaliagdo da viabilidade e determinacdo in vitro da resisténcia a digestéo

gastrintestinal da cultura probiética

Caldo MRS (Merck)

Agar MRS (Merck)

Cisteina (Inlab)

Peptona (Difco)

Sais biliares (Inlab)

Acido cloridrico - HCI (Synth)

Hidroxido de sddio - NaOH (Synth)
Cloreto de sodio - NaCl (Synth)

Fosfato de sédio bibasico - Na;HPO, (Dinamica)
Fosfato monopotassico - KH2PO4 (Inlab)
Pepsina (Inlab)

Gerador de anaerobiose (Prolab)

4.2 Métodos

4.2.1 Selecéao e preparo da cultura probiotica

A cultura selecionada para esse estudo foi Limosilactobacillus reuteri, pois € uma

das bactérias presentes no leite materno, apresenta consumo seguro para lactentes e é
comercialmente disponivel para suplementacéo infantil na forma de probidtico.

Uma quantificacdo inicial da cultura foi feita previamente para analisar qual seria o

melhor tempo de incubagdo para o microrganismo apresentar crescimento favoravel para

ser exposto a secagem por atomizacdo em spray dryer. Foram inoculados 1% do
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microrganismo em caldo MRS e a incubacéo feita a 37°C. As contagens foram feitas ap6s
18 e 24h de incubacéo.

Apés a determinacdo do melhor tempo de incubacdo da cultura, a cepa de
Limosilactobacillus reuteri liofilizada foi ativada duas vezes em caldo MRS 0,1% v/v e
incubada a 37°C/18 horas. ApGs o crescimento, o meio fermentado foi fracionado em tubos
estéreis e centrifugados a 4677xg (6000 rpm) a 4°C/12 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com solucéo salina (0,85%) e centrifugado novamente.
Esse procedimento foi realizado duas vezes. Esse concentrado celular foi disperso nas

solucbes encapsulantes.

4.2.2 Ensaios para sele¢cédo dos materiais encapsulantes e temperaturas de entrada
do equipamento (spray dryer)
Foram avaliados dois tipos de material encapsulante em duas temperaturas de
entrada, conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Materiais encapsulantes e temperaturas de entrada avaliados nos ensaios
preliminares.

Material encapsulante Critério de selec¢ao (inlet)
) o 130°C
Leite desnatado reconstituido a 20%
170°C
) ) 130°C
Férmula infantil a 20%
170°C

Os ensaios foram realizados em triplicata.

Nestes ensaios apO0s a producdo das microparticulas, as mesmas foram
acondicionadas em frascos de vidro e vedados com parafilm, e estocadas na temperatura
de 4°C por 140 dias.

4.2.3 Preparo do material encapsulante

Leite desnatado em po e formula infantil, ambas na concentragcdo de 20%, foram
diluidos em agua destilada e autoclavados a 112°C por 10 minutos para serem avaliados

como solugBes encapsulantes (material de parede).

4.2.4 Producdo das microparticulas

A producdo de microparticulas seguiu 0 mesmo procedimento nos ensaios
preliminares e nos demais. Para o processo de microencapsulacéo, o concentrado celular
obtido no item 4.2.2 foi adicionado as solu¢des encapsulantes preparadas como descrito

no item 4.2.4 e submetidos a secagem no spray dryer (B290, Biichi, Suica) com bico
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atomizador intermediario de 1,5 mm de didmetro) com temperatura de entrada nos ensaios
preliminares descritas acima. ApGs a producao as microparticulas foram acondicionadas
em frascos

Apés a selecdo do material e temperaturas mais adequadas para 0 processo de
microencapsulacdo, o concentrado celular foi adicionado & solu¢cdo encapsulante
selecionada e submetidos a secagem no spray dryer na temperatura também selecionada
previamente. A temperatura de saida foi controlada através dos parametros aspirator
(aspiracdo) e pump (bomba). O monitoramento dessa temperatura foi feito por um termopar
conectado ao médulo de aquisicdo de dados myPCLab (Figura 2), cujo software
supervisoério permitiu acompanhamento em tempo real da temperatura de saida do produto
do spray bem como armazenamento de seus dados para posterior analise. O
acompanhamento do perfil da temperatura de saida em processos de secagem em spray
dryer ndo é uma técnica usualmente praticada em estudos de secagem, mas é de grande
valia, pois permite checar a reprodutibilidade dos ensaios quanto a manutengdo da
temperatura entre as replicatas, e/ou checar a influéncia da ocorréncia de oscilagbes de
temperaturas nos resultados de viabilidade obtidos. O presente trabalho apresenta o perfil
de temperatura de saida de cada replicata, bem como a média e desvio padrdo de cada
ensaio para discussao deste item.

As microparticulas obtidas nestes experimentos finais foram acondicionadas em

frascos adequados, vedados com parafilm e estocadas nas temperaturas 4 e 25°C.
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Mini spray dryer Buchi B-290 e o termopar conectado ao computador para monitorar

temperatura de saida.

Termopar acoplado ao
equipamento. Software e modulo de aquisi¢éo de dados myPCLab.

Figura 2. Monitoramento da temperatura de saida.

4.2.5 Eficiéncia da encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) € a porcentagem de células viaveis na
microparticula apos o processo de microencapsulacdo. E calculada utilizando a seguinte
equacdo (1) (ETCHEPARE et al., 2020).

EE% = (log N/log N,) x100 Eq (1)

EE = eficiéncia da encapsulacdo em %.
Ny=numero de células viaveis na matriz encapsulante antes da secagem.
N = namero de células viaveis no po.
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4.2.6 Caracterizacao fisica das microparticulas

O diametro médio e as distribuicdes de tamanho das microparticulas secas com
férmula infantil e leite desnatado foram determinados por difracéo a laser no analisador
de tamanho de particula LV950-V2 (Horiba, Kyoto, Japéo). Para essa analise, as
amostras foram dispersas em etanol absoluto, sendo adicionadas a camara de
amostras do equipamento até atingir os indices de transmitancia adequados para a
realizacao de leitura.

O tamanho médio de particula foi expresso com o didametro médio (D50) e o
indice de polidispersidade (span) foi obtida pela equacéo (2).

Span = (D90 — D10/D50) Eq (2)

Onde D10, D50, D90 correspondem ao didmetro da distribuicdo acumulada de 10,
50 e 90 % da populagéo.

As morfologias e microestruturas das amostras foram avaliadas por

microscopia otica.

4.2.7 Avaliacdo da viabilidade de Limosilactobacillus reuteri

Para a contagem das células viaveis de L. reuteri nas microparticulas 1g das
microparticulas foram reidratadas durante 30 minutos em 9 ml de 4gua peptonada 0,1% a
temperatura ambiente, de acordo com metodologia proposta por Picot et al. (2004),
seguindo para diluicdo seriada e plaqueamento pela técnica drop plate (gotejamento) em
agar MRS e incubacéo em anaerobiose a 37°C/72h.

Apés o procedimento das contagens, colbnias desenvolvidas no meio foram
isoladas e caracterizadas quanto a morfologia, observada em microscépio Zeiss com
objetiva 100x e ocular 10x, metodologia descrita em HARRIGAN (1998).

4.2.8 Determinacdo da umidade e atividade de 4gua

A umidade foi determinada por secagem direta em estufa a 105°C, conforme
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON; ASCUET; TIGLEA, 2008).

A atividade de agua (aw) foi determinada por meio de medidor de atividade de agua

digital (AquaLab®) logo apés as amostras serem recolhidas do spray dryer.

4.2.9 Procedimento de reconstituicdo do p6 natemperatura de 70°C e avaliagao da

resisténcia térmica do probi6tico

Para a reconstituicdo do produto a 70°C, 2,59 das microparticulas foram
adicionadas a 25g formula infantil e homogeneizadas em um frasco tipo schott. Apds

adicionou-se 150 ml de agua a 70°C e resfriada em torneira com agua corrente até atingir
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43°C (temperatura de mamadeira). A temperatura do liquido durante sua homogeneizacao
foi monitorada por um sensor de temperatura tipo termopar inserido ao schott através de
uma rolha de silicone acoplada na sua tampa cujo sinal foi acompanhado em e registrado
em tempo real pelo médulo de aquisicao de dados myPCLab. A Figura 3 ilustra algumas
etapas desse processo.

Para avaliar a resisténcia térmica do probidtico, apds a reconstituicao do produto a
70°C, foi realizada uma dilui¢cdo seriada e plaqueamento pela técnica pour plate em agar

MRS e incubagdo em anaerobiose a 37°C/72h, para quantificagéo das células viaveis de

L. reuteri.

Resfriamento da féormula infantil &

Formula infantil com microparticulas com _
. aproximadamente 44°C.
cultura probidtica.

Figura 3. Procedimento de reconstituicdo da férmula infantil com microparticulas com
cultura probidtica.
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4.2.10 Determinacdo in vitro da resisténcia da cultura probidtica a digestéo

gastrintestinal

A tolerancia ao trato gastrointestinal foi determinada conforme descrito por
Mortazavian et al. (2008) com algumas adaptacdes. Os microrganismos
microencapsulados foram expostos, apos a diluicdo & 70°C, a uma simulagéo de solugéo
gastrica (pH 2,0) e intestinal (pH 7,5) sucessivamente.

O suco gastrico simulado foi preparado com &cido cloridrico e pepsina, ajustando o
pH para 2,0 com NaOH 1N. A solucdo intestinal simulada foi preparada por disperséo de
sais biliares em tampéo fosfato 0,1M pH 7,5.

Adicionou-se 1ml do produto probidtico a tubos contendo 9ml de solucéo gastrica e
incubou-se em banho de agua a 37°C por 30 minutos; em seguida, 1 ml desta mistura foi
transferida para tubos contendo 9ml de solucéo intestinal e incubamos em banho de agua
a 37°C por 60 minutos, seguindo para diluicao seriada e plaqueamento pela técnica drop

plate (gotejamento) em agar MRS e incubagdo em anaerobiose a 37°C/72h.

4.2.11 Estabilidade das microparticulas em diferentes condi¢gdes de estocagem

A estabilidade das microparticulas durante a estocagem foi avaliada pela taxa de
sobrevivéncia, parametro que mensura o0 numero de células viaveis durante o
armazenamento e é calculado pela relacdo mostrada na Equacéo (3) (BAO et al., 2010).

TS% = (log N/log Ny).100 Eq (3)

TS = taxa de sobrevivéncia%.
N,y= numero de células viaveis no p6 antes do armazenamento.
N = nUmero de células viadveis no po.

As microparticulas dos ensaios preliminares foram armazenadas a 4°C, durante
140 dias, em vidro fechado hermeticamente; as microparticulas dos ensaios finais foram
armazenadas a 4 e 25°C, durante 60 dias, em por¢fes de 1,5g em tubos criogénicos e

vedados com parafilm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ensaios preliminares

5.1.1 Quantificacdo de L. reuteri e eficiéncia da encapsulacéo

A Tabela 5 apresenta a quantificacdo de L. reuteri nas microparticulas utilizando
leite deshatado e formula infantil como materiais encapsulantes e temperaturas de entrada
(inlet) no spray de 130 e 170° C. A eficiéncia da encapsulacéo dos processos empregando

estas condi¢des também foi determinada e os resultados constam na mesma tabela.

Tabela 5. Quantificacdo de L. reuteri e eficiéncia da encapsulacao.

Quantificacdo de L. reuteri (UFC/gt)

LD 20%? Fl 20%3
Temperatura de Temperatura de
entrada entrada

Inicial 130°C 170°C Inicial 130°C 170°C

A 1,03E+12 3,40E+10 2,20E+10 3,90E+12 2,62E+10 2,20E+10
B 8,70E+11 2,96E+10 2,58E+10 4,70E+12 2,10E+10 2,34E+10
9,60E+11 2,44E+10 2,30E+10 4,30E+12 2,38E+10 2,64E+10

Ensaio 01
Média 9,53E+11 2,93E+10 2,36E+10 4,30E+12 2,37E+10 2,39E+10
LOG 11,98 10,47 10,37 12,63 10,37 10,38
EE (%)* 87,38 86,59 82,12 82,15
A 1,17E+11 2,46E+09 1,96E+09 1,18E+11 2,42E+09 2,14E+09
B 1,25E+11 1,94E+09 2,06E+09 1,31E+11 2,04E+09 1,96E+09
) 1,24E+11 2,20E+09 2,20E+09 1,13E+11 2,64E+09 1,94E+09
Ensaio 02 Média 1,22E+11 2,20E+09 2,07E+09 1,21E+11 2,37E+09 2,01E+09
LOG 11,09 9,34 9,32 11,08 9,37 9,30
EE (%)* 84,27 84,04 84,59 83,96
A 1,05E+11 3,14E+09 2,02E+09 1,14E+11 2,26E+09 1,90E+09
B 1,08E+11 3,24E+09 2,10E+09 1,20E+11 2,48E+09 1,84E+09
) C 1,09E+11 2,80E+09 2,16E+09 1,12E+11 2,12E+09 1,76E+09
Ensaio 03 Média 1,07E+11 3,06E+09 2,09E+09 1,15E+11 2,29E+09 1,83E+09
LOG 11,03 9,49 9,32 11,06 9,36 9,26
EE (%)* 85,99 84,50 84,61 83,74

UFC/g*: unidade formadora de coldnia por grama do pé.

LD 20%2 microparticulas de leite desnatado reconstituido 20%.
FI 20%?2: microparticulas de férmula infantil reconstituida 20%.
EE (%)*: eficiéncia da encapsulagao.

Como pode-se observar os valores obtidos nos ensaios utilizando leite desnatado

como material encapsulante variaram entre 84,27 e 87,38% quando secos a 130°C, e 84,04
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e 86,59 quando secos a 170°C, mantendo uma meédia bem similar. Utilizando a férmula
infantil variaram entre 82,12 e 84,61% quando secos a 130°C, e 82,15 e 83,96% quando
secos a 170°C, valores ligeiramente menores comparando com o leite desnatado.

As Tabelas 6 e 7 apresentam as taxas de sobrevivéncia durante o armazenamento
de 140 dias das microparticulas que utilizaram leite desnatado e férmula infantil como

encapsulante, respectivamente.

Tabela 6. Taxa de sobrevivéncia de L. reuteri microencapsulado com leite desnatado
20% durante armazenamento a 4°C.

Quantificagdo de L. reuteri (UFC/gt)
Temperatura de entrada
130°C 170°C
0 dias 75 dias 140 dias 0 dias 75 dias 140 dias
A 3,40E+10 3,60E+09 3,80E+09 2,20E+10 1,80E+09 8,80E+08
B 2,96E+10 3,40E+09 5,40E+09 2,58E+10 1,80E+09 1,00E+09
2,44E+10 2,40E+09 2,40E+09 2,30E+10 1,80E+09 9,60E+08

Ensaio 01
Média 2,93E+10 3,13E+09 3,87E+09 2,36E+10 1,80E+09 9,47E+08
LOG 10,47 9,50 9,59 10,37 9,26 8,98
TS (%) 90,72 91,59 89,23 86,53
A 2,46E+09 3,10E+09 1,60E+09 1,96E+09 2,20E+09 2,10E+09
B 1,94E+09 3,00E+09 1,50E+09 2,06E+09 1,80E+09 2,20E+09
) 2,20E+09 2,80E+09 1,80E+09 2,20E+09 2,00E+09 2,00E+09
Fnsaio 02 Média 2,20E+09 2,97E+09 1,63E+09 2,07E+09 2,00E+09 2,10E+09
LOG 9,34 9,47 9,21 9,32 9,30 9,32
TS (%)? 101,39 98,62 99,83 100,06
A 3,14E+09 9,60E+08 9,80E+08 2,02E+09 8,80E+08 6,40E+08
B 3,24E+09 6,40E+08 1,10E+09 2,10E+09 9,40E+08 8,00E+08
) 2,80E+09 8,20E+08 9,20E+08 2,16E+09 8,40E+08 7,20E+08
Ensaio 03 Média 3,06E+09 8,07E+08 1,00E+09 2,09E+09 8,87E+08 7,20E+08
LOG 9,49 8,91 9,00 9,32 8,95 8,86
TS (%)? 93,90 94,88 96,00 95,03

UFC/g': unidade formadora de coldnia por grama.
TS (%)?: taxa de sobrevivéncia.
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Tabela 7. Taxa de sobrevivéncia de L. reuteri microencapsulado com formula infantil
20% durante armazenamento a 4°C.

Quantificacdo de L. reuteri (UFC/gt)
Temperatura de entrada

130°C 170°C
0 dias 75dias 140dias Odias 75dias 140 dias
A 2,62E+10 1,60E+09 9,40E+08 2,20E+10 9,80E+08 2,60E+08
B 2,10E+10 1,60E+09 8,40E+08 2,34E+10 1,00E+09 3,00E+08
) 2,38E+10 1,70E+09 9,60E+08 2,64E+10 1,00E+09 3,60E+08
Ensaio 01 Média 2,37E+10 1,63E+09 9,13E+08 2,39E+10 9,93E+08 3,07E+08
LOG 10,37 9,21 8,96 10,38 9,00 8,49
TS (%)? 88,81 86,37 86,69 81,77
A 2,42E+09 8,60E+08 5,80E+08 2,14E+09 8,60E+08 7,00E+08
B 2,04E+09 1,00E+09 7,00E+08 1,96E+09 9,80E+08 9,40E+08
) 2,64E+09 9,60E+08 4,60E+08 1,94E+09 1,10E+09 6,20E+08
Ensaio 02 Média 2,37E+09 9,40E+08 5,80E+08 2,01E+09 9,80E+08 7,53E+08
LOG 9,37 8,97 8,76 9,30 8,99 8,88
TS (%)? 95,72 93,49 96,64 95,41
A 2,26E+09 8,00E+08 1,50E+08 1,90E+09 7,60E+08 5,80E+08
B 2,48E+09 5,20E+08 1,50E+08 1,84E+09 5,00E+08 7,00E+08
_ 2,12E+09 7,00E+08 1,60E+08 1,76E+09 7,20E+08 6,00E+08
Ensaio 03 Média 2,29E+09 6,73E+08 1,53E+08 1,83E+09 6,60E+08 6,27E+08
LOG 9,36 8,83 8,19 9,26 8,82 8,80
TS (%)? 94,33 87,46 95,21 94,97

UFC/g*: unidade formadora de colénia por grama.

TS (%)% taxa de sobrevivéncia.

As taxas de sobrevivéncia no armazenamento durante 140 dias de L. reuteri
eal70°C

variaram entre 86,53 e 100%. A amostra com maior taxa, que foi seca com temperatura

microencapsulado a 130°C no leite desnatado variaram entre 90,72 e 101,39%,

de entrada a 170°C, apresentou a mesma contagem desde o inicio, indicando estabilidade
durante o armazenamento.

As microparticulas de formula infantil secas a 130°C tiveram taxa de sobrevivéncia
entre 86,37 e 95,72%, e secas a 170°C variaram entre 81,77 e 96,64%. Quando se avaliou
as repeticdes a 170°C também foi verificado estabilidade durante o armazenamento.

Os materiais encapsulantes e a temperatura de entrada apresentaram diferencas
pequenas nas contagens e sobrevivéncia ho armazenamento, assim outros parametros

foram utilizados para a selecao, como atividade de agua, umidade e tempo de secagem.
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5.1.2 Atividade de agua e umidade

A Tabela 8 apresenta os resultados das analises de atividade de agua das

microparticulas obtidas nos ensaios preliminares.

Tabela 8. Atividade de agua e umidade das microparticulas obtidas nos ensaios

preliminares.

Atividade de agua e umidade

LD 20%? Fl 20%?2
Temperatura de entrada (inlet)
130°C 170°C 130°C 170°C
AWE  U(®%)* AWR  U%)*  AwWR  U®%)* AW U(%)*
A 0,2388 5,12 03616 7,51 0,1154 1,88 0,0632 1,45
B 0,2423 5,06 0,3836 7,1 0,0973 191 0,0636 1,18
Ensaio 1 C 0,2508 5,03 0,3752 7,11 0,1141 1,72 0,0694 1,28
Média 0,2440 5,07 0,3735 7,24 0,1089 1,84 0,0654 1,30
Desvio padrédo 0,0062 0,0458 0,0111 0,2339 0,0101 0,1021 0,0035 0,1365
A 0,1186 3,61 0,2499 5,17 0,1368 2,08 0,1202 1,79
B 0,1199 3,54 0,2493 5,3 0,1449 2,27 0,1242 2,52
Ensaio 2 C 0,1242 3,56 0,2511 54 0,1508 1,87 0,1324 1,81
Média 0,1209 3,57 0,2501 5,29 0,1442 2,07 0,1256 2,04
Desvio padréao 0,0029 0,0361 0,0009 0,1153 0,0070 0,2001 0,0062 0,4158
A 0,1465 3,97 0,2163 4,77 0,09 1,44 0,1235 2,09
B 0,1479 3,96 0,2126 4,8 0,0008 1,58 0,1193 1,7
Ensaio 3 C 0,1621 3,92 0,2077 5,07 0,0947 1,61 0,1197 1,78
Média 0,1522 395 0,2122 4,88 0,0918 154 0,1208 1,86
Desvio padrédo 0,0086 0,0265 0,0043 0,1652 0,0025 0,0907 0,0023 0,2060

LD 20%?*: microparticulas de leite desnatado reconstituido 20%.
FI 20%?2: microparticulas de férmula infantil reconstituida 20%.

Aw?; atividade de agua.
U(%)* umidade.

As culturas secas a 170°C com leite desnatado reconstituido apresentaram os

maiores valores de aw, sendo que no ensaio 2 esse valor ficou elevado (0,3735)

comparando com os valores dos demais ensaios. ApGs essa secagem o filtro da saida de

ar, que coleta as particulas residuais do ciclone, foi trocado, pois pode interferir na

performance do equipamento. Os ensaios seguintes apresentaram uma aw menor (entre

0,0654 e 0,2501). As formulagBes com formula infantil apresentaram valores menores de

aw em ambas temperaturas de entrada (130 e 170°C).
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Aw abaixo de 0,25 indica estabilidade do produto desidratado, podendo prolongar
a vida util das bactérias probidticas microencapsuladas devido a limitacdo de &agua
disponivel para a multiplicagdo microbiana. Valores entre 0,11 e 0,23 impede morte celular
durante armazenamento (CHAVEZ & LEDEBOER, 2007; DIANAWATI et al., 2016).

As formulagbes com formula infantil apresentaram os menores valores de
umidade, variando entre 1,30 e 2,07%. Algumas microparticulas com o leite desnatado
como encapsulante apresentaram valores maiores que 5%, sobretudo as que foram secas
com temperatura de entrada a 170°C. Para garantir a estabilidade dos produtos secos,
uma umidade abaixo de 5% é desejada (ZENEBON et al., 2008).

5.1.3 Monitoramento da temperatura de saida

A partir dos dados de temperatura de saida adquiridos pelo software myPCLab,
foi possivel elaborar graficos para correlacionar as variagbes de temperaturas com 0s
resultados das quantificacdes dos microrganismos e eficiéncia das encapsulacdes (valores
de EE% da Tabela 5), além de verificar que os ensaios tiveram certa reprodutibilidade, pois
o perfil de temperatura de saida foi semelhante. As figuras a seguir mostram a temperatura
de saida das replicadas (ensaios 1, 2 e 3) dos processos de secagem em spray dryer do
leite desnatado a 130 e 170°C (Figuras 4 e 5) e férmula infantil (Figuras 6 e 7).

A Tabela 9 mostra as médias e desvios padrées (DP) das temperaturas de saida
de cada replicata, com intuito de quantificar a oscilagéo representada graficamente nas
Figuras 1 a 4. Considerando o valor médio da temperatura de saida de cada ensaio e
respectivos desvios padrdes, pode se verificar uma variagdo na temperatura baixa de saida

do produto, de no maximo +3,4°C.

Tabela 9. Média e desvio padrédo das temperaturas de saida dos ensaios de secagem.

Monitoramento da temperatura de saida (outlet)

LD 20%* FI 20%?
Temperatura de entrada
130°C 170°C 130°C 170°C

Média DP3 Média DP3 Média DP® Média DP3
Ensaio 1 759 173 771 166 774 319 77 094
Ensaio 2 789 569 759 159 776 102 76,7 1,3
Ensaio 3 772 336 771 1,72 76,7 075 778 1,35

LD 20%?*: microparticulas de leite desnatado reconstituido 20%.
FI 20%?2: microparticulas de formula infantil reconstituida 20%.

DP?3: desvio padréo.
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No ensaio 2 de secagem na formulagéo de leite desnatado, a temperatura oscilou
muito na formulagdo LD 130°C, levando a um maior valor do desvio padrdo e a um menor
valor de eficiéncia de encapsulacdo (EE2 = 84,27%) comparado aos valores dos ensaios
1 (EE1= 87,38%) e 2 (EE3 =85,99). Na secagem 2 do LD a 170°C ocorreu um pico de
temperatura no final do ensaio, que néao afetou significativamente o valor do desvio padréo,
mas pode ter afetado a eficiéncia de encapsulacéo, que foi menor (EE2 = 84,04%) quando
comparada aos ensaios 1 e 2 (EE1= 86,59%; EE3 =84,50).

Temperatura de saida (°C) Temperatura de saida (°C)

Ensaios 1,2 e 3 - Leite Desnatado 130°C Ensaios 1,2e 3 - Leite desnatado 170°C

100,0 100,0
95.0 950
90,0
85,0
80,0
75,0
70,0
65,0
60,0

Temperatura (
~ [ee]
Al
o o
g
2o seaee

Temperatura (“C)

0 5 10 15 20 25 30 35 600
) 0 5 10 15 20 25
Tempo (min) Tempo (min)
® Ensaio 1 (°C) =Ensaio 2(°C) & Ensaio 3(°C) sEnsaio 1(°C) = Ensaio 2(°C) 4 Ensaio 3(°C)

Figura 4. Temperatura de saida dos ensaios Figura 5. Temperatura de saida dos
1, 2 e 3 do processo de secagem de leite ensaios 1, 2 e 3 do processo de
desnatado em spray dryer realizado a 130°C.  secagem de leite desnatado em spray

dryer realizado a 170°C.

No ensaio E1 com a férmula infantil a 130°C (Figura 4), que apresentou um pico de
temperatura no final da secagem e maior desvio padréo também foi constatado menor valor
da eficiéncia de encapsulacdo (EE1=82,12%), comparado com o0s demais ensaios da
triplicata (EE2=84,59% e EE3 84,61%). No processo de secagem a 170°C com Férmula
infantil (Figura 5), as oscilagbes de temperatura ndo foram superiores a 1,5°C e a as

eficiéncias de encapsulacdo variaram em no méaximo 1,8% (82,15% no E1 a 83,96% no
E2).
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Temperatura de saida (°C) Temperatura de saida (°C)

Ensaios 1,2 e 3 - Férmula Infantil 130°C Ensaios 1,2e 3 - Férmula Infantil 170°C
100,0 100,0
95,0 95,0
9 90,0 G 90 -
g 850 T 80 :
£ 800 £ 800 H
g 750 8 750
E 70,0 E 70,0
65,0 65,0
8.0 60,0
0 10 20 30 40 50 60 ‘ 0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min) Tempo (min)
® Ensaio 1(°C) =Ensaio 2 (°C) aEnsaio 3(°C) e Ensaio 1(°C) = Ensaio2(°C) 4 Ensaio 3 (°C)
Figura 6. Temperatura de saida dos ensaios 1, Figura 7. Temperatura de saida dos
2 e 3 do processo de secagem de Formula ensaios 1, 2 e 3 do processo de secagem
Infantil em spray dryer realizado a 130°C. de Férmula Infantil em spray dryer

realizado a 170°C.

As formulag6es que tiveram as temperaturas de saida que menos oscilaram e com
0s menores valores de desvio padrao foram as secas com temperatura de entrada a 170°C,
tanto com leite desnatado quanto formula infantil.

Considerando a quantificacdo dos probidticos, ambos materiais encapsulantes
demonstraram proteger o microrganismo do calor durante a secagem € no
armazenamento. As microencapsulagfes que utilizaram férmula infantil como material de
parede apresentaram menor umidade e atividade de agua.

A temperatura de entrada apresentou pequenas diferencas entre 130 e 170°C na
sobrevivéncia do microrganismo. A temperatura de saida controlada para ficar préximo a
75°C demonstrou ter maior influéncia na sobrevida dos microrganismos. De uma maneira
geral também pbde-se correlacionar pelos levantamentos descrito anteriormente que
variagdes nas temperaturas de saida afetam a eficiéncia de encapsulacao, inferindo que o
monitoramento e controle desta temperatura € um parametro importante a ser considerado
processo de encapsulacao.

Avaliando todos os parametros e resultados obtidos, a férmula infantil foi escolhida
como material encapsulante e a temperatura de entrada de 170°C e manter a temperatura

de saida em 75°C.
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5.2 Ensaios Finais

5.2.1 Quantificacdo de L. reuteri e eficiéncia da encapsulacéo

A Tabela 10 apresenta a quantificacdo de L. reuteri e a eficiéncia da encapsulacéo
apos a secagem utilizando férmula infantil como material encapsulante e com temperatura

de entrada de 170°C no spray dryer.

Tabela 10. Quantificagdo de L. reuteri e eficiéncia da encapsulagao.

Quantificacdo de L. reuteri (UFC/gt)
Microparticulas de férmula infantil 20%

Inicial 170°C
A 6,40E+12 4,06E+11
B 7,20E+12 4, 00E+11
C 6,20E+12 3,92E+11
Ensaio 01
Média 6,60E+12 3,99E+11
LOG 12,82 11,60
EE (%)? 90,50
A 6,00E+12 4,00E+11
B 8,80E+12 4,04E+11
C 7,20E+12 4,28E+11
Ensaio 02
Média 7,33E+12 411E+11
LOG 12,87 11,61
EE (%)? 90,27
A 5,80E+12 4 12E+11
B 8,00E+12 3,96E+11
C 6,40E+12 4, 02E+11
Ensaio 03 -
Média 6,73E+12 4,03E+11
LOG 12,83 11,61
EE (%)? 90,47

UFC/g': unidade formadora de coldnia por grama.

EE (%)?: eficiéncia da encapsulagao.

Os valores obtidos nos ensaios variaram entre 90,27 e 90,50%, superiores aos
encontrados nos ensaios preliminares, indicando que houve pouca morte celular no
processo de secagem por spray drying.

A Figura 8 mostra a morfologia celular das colénias desenvolvidas no agar MRS

adicionado de cisteina HCI ap6s a secagem por spray drying.
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5.2.2 Atividade de agua e umidade

A Tabela 11 apresenta os resultados das andlises de atividade de agua das

microparticulas de formula infantil 20%.

Tabela 11. Atividade de 4gua e umidade das microparticulas de férmula infantil 20%.

Atividade de 4gua e umidade

Microparticulas de Formula Infantil 20%

Aw! U%?2

A 0,1053 1,91

B 0,1084 1,98

Ensaio 1 C 0,1105 1,96
Média 0,1081 1,95

Desvio padréo 0,0026 0,04

A 0,1341 2,49

B 0,1298 2,49

Ensaio 2 C 0,1254 2,54
Média 0,1298 2,51

Desvio padréo 0,0044 0,03

A 0,0967 1,89

B 0,0983 1,88

Ensaio 3 C 0,1004 1,80
Média 0,0985 1,86

Desvio padréo 0,0019 0,05

Aw!: atividade de agua.
U%?2: umidade.

Os valores de atividade de agua ficaram entre 0,0985 e 0,1298, ou seja,
apresentaram atividade de agua abaixo de 0,25, desejavel para garantir estabilidade no
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armazenamento do produto, impedindo morte celular pois indica menos agua disponivel
para reacdes bioquimicas (CHAVEZ; LEDEBOER, 2007). Valores similares foram obtidos
por Dianawati et al. 2016 e Fritzen-Freire et al., 2012, onde o primeiro estudo teve uma
variacdo de 0,073 e 0,406, sendo que o produto com atividade de agua maior teve valores
baixos de células viaveis, demonstrando a importancia desse parametro para obter
microparticulas estaveis. A investigagdo de WEINBRECK et al., 2010 mostrou que valores
de atividade de &gua >0,7 prejudicou a estabilidade de L. rhamnosus GG
microencapsulados, reduzindo o nimero de células viaveis (>10 logic) em duas semanas,
confirmando que atividade de dgua tem uma forte correlacdo com a viabilidade de bactérias
probidticas secas em spray dryer.

O teor de umidade, que esta relacionado a eficiéncia de encapsulacdo de
microrganismos, é um parametro importante para produtos desidratados. Valores mais
altos afetam os aspectos tecnolégicos, microbianos e propriedades fisicas de produtos em
p6é (GUERGOLETTO; BUSANELLO; GARCIA, 2017). A umidade das microparticulas
variou entre 1,86 e 2,51%, dentro do previsto pelos ensaios preliminares, sendo que para
garantir a estabilidade dos produtos secos, uma umidade abaixo de 5% € desejada
(ZENEBON et al., 2008). Guergoletto et al. (2017) obteve valores de umidade entre 2,7 e
4% secando L. reuteri LR92 em spray dryer em diferentes materiais encapsulantes,
obtendo satisfatério niumero de células viaveis; Chavez e Ledeboer (2007), produziram
microparticulas com umidade entre 3,8 e 6%, e constataram que diferengcas minimas no

teor de umidade do p6 afetam muito estabilidade no armazenamento.

5.2.3 Monitoramento da temperatura de saida

Os ensaios tiveram certa reprodutibilidade, pois o perfil de temperatura de saida
foi semelhante. A Figura 9 mostra a temperatura de saida das triplicatas (ensaios 1, 2 e 3)
dos processos de secagem em spray dryer de formula infantil a 170°C. A Tabela 12 mostra

gue as temperaturas ficaram bem préximas nas triplicatas.

Tabela 12. Média e desvio padrao das temperaturas de saidados ensaios de secagem
al70°C.

Monitoramento da temperatura de saida
Formula infantil 20%

Média (°C) paS%ZVi(CSC) T.min. (°C)  T.méax. (°C)
Ensaio 1 76,8 1,02 75,8 77,8
Ensaio 2 771 1,16 75,9 78,3
Ensaio 3 77,0 0,62 76,4 77,6
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Figura 9. Temperatura de saida dos ensaios 1, 2 e 3 do processo de secagem de formula
infantil em spray dryer realizado a 170°C.

Um dos pontos criticos no processo de secagem por spray drying, principalmente
gquando o principio ativo é uma cultura probidtica, é a temperatura de saida, pois o material
permanece em contato com esse ar por um tempo prolongado, diferente da temperatura
de entrada que permanece em contato por alguns segundos.Nestes ensaios, conseguiu-
se um melhor controle ainda da temperatura de saida e reprodutibilidade dos trés ensaios.
Considerando as médias e desvios padrfes, a variagdo maxima da temperatura de saida
durante os trés ensaios foi somente de 75,8 e 78,3°C. Essa estabilidade da temperatura
de saida pode ter colaborado para a eficiéncia da encapsulacdo ter sido acima de 90%,
confirmando que a temperatura na qual o produto sai da camara de secagem é o principal
parametro que afeta a viabilidade de culturas secas por spray drying (GOLOWCZYC et al.,
2010; LAVARI et al., 2014).

5.2.4 Caracterizagcdo das microparticulas
5.2.5 Tamanho

A Tabela 13 apresenta o didametro médio das microparticulas e a distribuicdo de

tamanho.
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Tabela 13. Diametro médio e descritores de distribuicdo de tamanho das
microparticulas.

Diametro médio e descritores de distribuicdo de tamanho

D10 D50 D90 SPAN
Leite desnatado 4,75+0,15 7,88 +0,11 13,01 + 0,37 1,05+ 0,06
Férmula infantil 6,80 + 0,05 10,30+ 0,12 21,43+ 2,77 1,42+ 0,25

—100

UnderSize(%)

e

v R ' ey o
0.010 0. 100 1.000 10.00

Dizmeteria)

Figura 10. Gréfico de distribuicao de tamanho de particulas das amostras Leite Desnatado
(Linha Azul) e Formula Infantil (Linha Vermelha).

As microparticulas de leite desnatado apresentaram diametro médio (D50) de 7,88
um e polidispersidade de 1,05, valores menores comparando com as de férmula infantil,
que obteve diametro médio de 10,30 um e polidispersidade de 1,42, isso porque a formula
contém 6leos vegetais com acidos graxos essenciais, minerais e vitaminas, que contribuem
para um ligeiro aumento da viscosidade da disperséo e, consequentemente, didmetro das
microparticulas apds a secagem. Os valores de diametro médio e span observados foram
tipicos de produtos obtidos por atomizagdo e estao dentro da faixa de tamanho observada
na literatura cientifica para microparticulas produzidas por spray drying. Fritzen-Freire et
al., 2012 relataram diametro médio variando de 14,45 a 18,78 um para microparticulas
produzidas por spray drying contendo leite desnatado reconstituido e prebidticos como
inulina e oligofrutose. Tonon et al. (2011) apresentaram valores de diametro médio entre
7,95 e 17,88 um e span variando de 2,16 a 2,65, utilizando goma arabica como material

encapsulante e temperatura de entrada a 170°C.
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5.2.5.1 Morfologia

As microparticulas apresentaram formato esférico e tamanhos variados. As
imagens da microscopia (Figura 8) mostram a formac&o de microparticulas para ambos
materiais encapsulantes. A aparéncia da superficie das microparticulas é muito similar a
outras amostras obtidas por spray drying apresentadas em outros trabalhos (ALVIM et al.,
2016; FADINI et al., 2018; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2002; FRITZEN-FREIRE et
al., 2012), indicando estabilidade da estrutura das microparticulas.

y B

- — ;  —

Figura 11. Morfologia obtida por microscopia 6tica das amostras Leite desnatado (A) e
Férmula infantil (B). Barras = 20 micrémetros.

5.2.6 Avaliacdo da resisténcia térmica do probidtico

O resfriamento das férmulas hidratadas a 70°C, até aproximadamente 43°C, foi
realizado em aproximadamente 2 minutos, conforme perfil na Figura 7, indicando que os

microrganismos nao ficaram por um tempo prolongado a uma temperatura alta.
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Figura 12. Perfil de resfriamento das férmulas infantis hidratadas a 70°C, ensaio realizado
em duplicata.

As microparticulas utilizadas nesse ensaio foram as obtidas nos ensaios finais 1, 2
e 3, juntadas para compor uma s6 amostra. O ensaio foi realizado em duplicada utilizando
a mesma férmula infantil. A Tabela 14 apresenta a taxa de sobrevivéncia do L. reuteri ap4s
a exposicao a temperatura de 70°C.
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Tabela 14. Taxa de sobrevivéncia do L. reuteri microencapsulado com formula
infantil 20% diluida & 70°C.

Quantificacdo de L. reuteri (UFC/mI?)

Microparticulas + Microparticulas +
féormula infantil (1) férmula infantil (2)
A 4,00E+09 3,20E+09
B 3,20E+09 4,20E+09
Inicial C 3,80E+09 4,40E+09
Média 3,67E+09 3,93E+09
LOG 9,56 9,59
A 5,80E+08 6,60E+08
B 7,40E+08 9,00E+08
Apos diluigdio & 70°C © . [20E00 O.00F98
Média 6,73E+08 8,47E+08
LOG 8,83 8,93
TS (%)2 73,60 66,70

UFC/ml*: unidade formadora de coldnia por mililitro.
TS (%)?: taxa de sobrevivéncia em porcentagem.

O ensaio foi realizado em duplicata. As taxas de sobrevivéncia foram de 66,70 e
73,60%, sendo que o numero de células viaveis ficou em 108 UFC/ml, um valor desejado
para produtos probiéticos conforme Brandao, 2014, Salminen et al., 2020, e Tabbers et al.,
2011, e dentro do recomendado pela Anvisa nas resolugdes n.43 e 44, de 2011, que
determinou que o conteldo de bactérias viaveis em férmulas infantis deve estar entre 10°

a 10® UFC/g do produto pronto para consumo.

5.2.7 Determinagcdo in vitro da resisténcia da cultura probidtica a digestao

gastrintestinal

A Tabela 15 apresenta a taxa de sobrevivéncia da cultura probidtica L. reuteri

mocriencapsulado apds exposicdo simulada ao trato gastrointestinal.
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Tabela 15. Determinacdo da taxa de sobrevivéncia do L. reuteri apds exposicao
simulada ao trato gastrintestinal.

Quantificacdo de L. reuteri (UFC/mI?)
Ap6s diluicdo a 70°C
Microparticulas + Microparticulas +
formula infantil (1)  férmula infantil (2)

Inicial 6,80E+08 8,40E+08
LOG 8,83 8,92

ApOs solucédo gastrica 6,60E+08 1,40E+08
LOG 8,82 8,15
TS (%)2 99,85 91,28

Ap6bs solucéo intestinal 6,20E+06 1,60E+07
LOG 6,79 7,20
TS (%)? 76,90 80,72

UFC/mlt: unidade formadora de col6nia por mililitro.
TS (%)>?: taxa de sobrevivéncia em porcentagem.

Podemos observar que apos a exposi¢cdo a solugdo gastrica a taxa de sobrevivéncia
foi alta, de 91,28 e 99,85%, ndo reduzindo nem 1 log na contagem. Apds a exposi¢ao a
solucéo intestinal essa taxa caiu para 76,90 e 80,72%, reduzindo 2 logs (108 a 10°), mas
ainda apresentando uma quantidade desejada de células viaveis, de acordo com literatura
(Dianawati et al., 2016; Tamime et al., 2017).

A sobrevivéncia de células de L. reuteri tratadas com suco gastrico e sais biliares
simulados foi significativamente melhor quando encapsulado no trabalho de
Muthukumarasamy et al. (2006), indicando que o desempenho das técnicas de
microencapsulacdo e do material encapsulante produzem melhor sobrevivéncia no suco

gastrico e intestinal.

5.2.8 Estabilidade das microparticulas em diferentes condi¢cGes de estocagem

A Tabela 16 apresenta a taxa de sobrevivéncia das microparticulas armazenadas a 4
e 25°C por 60 dias.
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Tabela 16. Taxa de sobrevivéncia de L. reuteri microencapsulado com formula
infantil 20% durante armazenamento a 4 e 25°C.

Quantificagdo de L. reuteri (UFC/gt)

Inicial 0 dias 60 dias
4°C 25°C
] 6,60E+12 3,99E+11 3,20E+11 1,25E+11
Ensaio 1
LOG 12,82 11,60 11,51 11,10
TS (%)? 90,49 99,17 95,65
) 7,33E+12 4,11E+11 3,43E+11 7,60E+10
Ensaio 2
LOG 12,87 11,61 11,54 10,88
TS (%)? 90,27 99,32 93,69
] 6,73E+12 4,03E+11 2,67E+11 8,47E+10
Ensaio 3
LOG 12,83 11,61 11,43 10,93
TS (%)? 90,47 98,46 94,16

UFC/g*: unidade formadora de coldnia por grama.

TS(%)?% taxa de sobrevivéncia.

As taxas de sobrevivéncia no armazenamento durante 60 dias a 4°C de L. reuteri

microencapsulado variaram entre 98,46 e 99,32%, e a 25°C variaram entre 93,69 e 95,65%

e reduziram 1 log em duas amostras, indicando que o armazenamento refrigerado é o mais

indicado para cultura probidtica seca por spray drying, pois apresentou mais estabilidade

durante o armazenamento.
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6 CONCLUSOES

A técnica de microencapsulagdo por spray drying utilizada mostrou-se viavel para
obtencdo de microparticulas com cultura probiodtica Limosilactobacillus reuteri LRE 02
(DSM 23878), obtendo microparticulas com numero elevado de células viaveis.

A férmula infantil reconstituida a 20% como material encapsulante e a temperatura
do ar de entrada na secagem a 170°C mostraram-se adequados para a protecao da cultura
durante a secagem por spray drying, sendo que a viabilidade, atividade de agua e umidade
ficaram dentro do esperado segundo a literatura.

O monitoramento do processo pelo médulo de aquisicdo de dados myPCLab gerou
maior confiabilidade quanto a reprodutibilidade dos ensaios na manutencao da temperatura
de saida, além de permitir a avaliacdo de sua influéncia neste processo de secagem.

A utilizagéo da microencapsulagdo com formula infantil como material encapsulante
teve um efeito termoprotetor, possibilitando a protecao da cultura probiética apos a diluicao
do p6é a 70°C e a passagem simulada ao trato gastrintestinal, sendo assim adequada para
aplicacdo em férmulas infantis.

As microparticulas apresentaram tamanho médio entre 7,88 e 10,30 um, o que é
adequado para a aplicacdo em alimentos.

As microparticulas obtidas se mostraram estaveis durante armazenamento a 4°C,
mantendo a contagem no mesmo log inicial; o armazenamento a 25°C apresentou uma
taxa de sobrevivéncia um pouco menor, mas ainda com uma quantidade elevada de células

viaveis.
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