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Resumo: Probidticos sdo suplementos alimentares de microrganismos vivos com efeitos benéficos no hospedeiro animal pela
melhora do balanco intestinal. Dentre os microrganismos considerados probi6ticos, somente aqueles microrganismos
classificados como LAB sdo considerados de importancia em relacdo a alimentacdo. Este trabalho tem por objetivo a
avaliacdo da resisténcia na forma livre e imobilizada de Lactobacillus plantarum frente as condi¢6es de armazenamento sob
refrigeracdo e trénsito gastrointestinal. O meio intestinal simulado ndo interferiu na viabilidade dos microrganismos em
relacio ao meio controle. J& o meio gastrico simulado diminui drasticamente a viabilidade dos microrganismos nas condicGes
testadas ndo havendo diferenca significativa entre os diferentes materiais imobilizantes utilizados e o controle sem
imobilizagdo. No armazenamento sob refrigeracdo houve aumento da viabilidade em relagdo as células ndo imobilizadas,
sendo que os tratamentos em que houve menor perda de viabilidade foram imobilizacdo em 4 % de pectina, 3 % de alginato de
sodio recoberto com quitosana e mistura de 2 % de alginato de sodio e 2 % de pectina. Quando testada a viabilidade em
iogurte de L. plantarum imobilizados em 3 % de alginato recoberto com quitosana houve perda de viabilidade de 0,55 ciclo
logaritmico durante 38 dias de armazenamento.
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E bastante claro nas definicbes apresentadas de
probiéticos que elas devem conter: a) 0 uso restrito da
O termo probidtico é considerado como uma palavra palavra probidtico a produtos que contenham
relativamente nova cujo significado é for life e é usado microrganismos Vvivos; b) necessidade de ser apontada a
para referir-se aqueles microrganismos associados com dose de bactérias probidticas adequada para exercer o

1 Introducéo

efeitos benéficos em humanos e animais (FAO/WHO,
2001). A observagdo original do papel positivo
desempenhado por algumas bactérias selecionadas é
atribuida a Eli Metchnikoff no inicio do século XX
(METCHNIKOFF, 1907). Contudo, o termo probidtico s6
foi criado nos anos 60’ para nomear substancias produzidas
por microrganismos que promovessem o0 crescimento de
outros microrganismos. No final da década de 80, para
delimitar a natureza microbiana dos probi6ticos o termo foi
redefinido como sendo “suplementos alimentares de
microrganismos vivos com efeitos benéficos no hospedeiro
animal pela melhora do balanco intestinal” (FAO/WHO,
2001).

A definicdo do termo probidticos teve um continuo
aprimoramento e uma das mais utilizadas é a dada pela
Organizacdo Mundial da Saude (World Health
Organization), na qual probidticos sdo microrganismos que
sdo administrados em quantidades adequadas conferindo
beneficios a saude do hospedeiro (DE VRIES et al., 2006).

efeito desejado (FAO/WHO, 2001).

Cepas probidticas sdo selecionadas por sua aplicacao
potencial com base em propriedades fisioldgicas e
funcionais, algumas destas podendo ser determinadas in
vitro. A classificacdo e a identificacdo de um probittico
podem dar uma forte indicagdo do habitat tipico e origem.
A espécie, ou até mesmo o género, pode também indicar a
seguranca e a aplicabilidade técnica do microrganismo em
produtos probiéticos (HOLZAPFEL et al., 2001).

A passagem gastrointestinal, que envolve a
exposicdo ao pH acido estomacal, sais biliares e enzimas,
representa a maior barreira a sobrevivéncia dos
probiéticos (CHAMPAGNE et al., 2005; STANTON et
al., 2005). Para que uma cepa probiética exerga o efeito
benéfico no seu hospedeiro, esta deve ser capaz de
sobreviver a passagem através do trato gastrointestinal de
quem a consome (MARAGKOUDAKIS et al., 2006). Por
este fato, a tolerancia ao acido e a bile estdo entre os
critérios para a selecdo de cepas probiéticas (STANTON
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et al., 2005).

Membros dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium  sdo  os  principais  probi6ticos
reconhecidos, mas ndo séo os Unicos. No entanto, somente
aqueles microrganismos classificados como LAB séo
considerados de importancia em relacdo a alimentacdo
(HOLZAPFEL et al., 2001). Lactobacillus plantarum é
uma versatil LAB que é encontrada em uma ampla faixa de
ambientes. Este microrganismo tem uma longa historia de
uso seguro em produtos alimenticios como o chucrute e as
preparagBes com azeitonas. Dentre centenas de estudos,
pouquissimos sugerem que L. plantarum esteja envolvido
com infecgdo (DE VRIES et al., 2006).

Os efeitos benéficos promovidos pelas bactérias
probidticas tém levado ao aumento do uso destas em
diversos tipos de produtos alimenticios. No entanto, a sua
viabilidade nestes produtos muitas vezes é baixa e a
habilidade de sobreviver e multiplicar no hospedeiro
influencia fortemente os beneficios que os probidticos
podem  ocasionar. Os  probiGticos devem  ser
metabolicamente estaveis e ativos no produto, sobreviver a
passagem do trato digestivo superior em grande
quantidade, aderir e colonizar o intestino daquele que o
consome.

Microencapsulagdo de varias culturas bacterianas
incluindo as probidticas tem sido uma pratica comumente
utilizada para aumentar a viabilidade durante a estocagem
e as convertendo em pos para a sua facil utilizacao.
Encapsulagdo em esferas de hidrocoldides aprisiona ou
imobiliza as células dos microrganismos dentro da matriz,
0 que pode promover protecdo nestes mMeios
(KRASAEKOORPT et al., 2003).

Diversos trabalhos tém sido realizados com o objetivo
de investigar o papel protetor que a imobilizacdo pode
promover em relacdo as condicOes adversas as quais 0S
probidticos podem ser expostos (CAPELA et al., 2006;
CHEN et al., 2006; MANDAL et al., 2006; MICHIDA et
al., 2006; OZER et al., 2009; SHEU e MARSHALL, 1993;
SULTANA et al., 2000).

O objetivo do presente trabalho é avaliar a resisténcia
na forma livre e imobilizada de Lactobacillus plantarum
frente as condicbes de armazenamento sob refrigeracdo e
condicBes gastrointestinal simuladas. Também sera
avaliada a resisténcia sob refrigeracdo de L. plantarum
imobilizado em alginato com recobribento com quitosa em
iogurte.

2 Materiais e Métodos

2.1 Microrganismo

Culturas estoques de Lactobacillus plantarum isolado
de queijo Serrano (SOUZA, 2002) foram mantidas
congeladas a -18 °C em suspensdes de caldo MRS
contendo 20% de glicerol.

2.2 Imobilizagdo de Lactobacillus plantarum

A imobilizacdo de L. plantarum através da técnica de
microencapsulagéo por emulsdo foi realizada com alginato
de calcio e/ou pectina. A técnica utilizada é baseada
naquela apresentada por Sheu e Marshall (1993). Também
foi realizado o recobrimento das esferas de material

imobilizado com alginato de sédio e quitosana adaptando-
se 0 método descrito por Krasaekoopt et al. (2004).

2.2.1 Preparo da cultura concentrada de células

Foi inoculado 1,5 mL de cultura estoque em glicerol
de L. plantarum em frascos erlenmeyer de 1L contendo
200 mL de caldo MRS. Este foi incubado em shaker a
37 °C, 180 rpm até a DO atingir o valor 1. Foram
utilizados o equivalente a 1000 mL de caldo MRS com a
DO 1 para cada ensaio de imobilizagdo. O caldo
fermentado foi centrifugado (5000 g, 15 min, 4°C)
enxaguado com agua destilada estéril e ressuspendido em
10 mL de agua destilada estéril. Esta solugdo foi misturada
com o polimero imobilizante e conectada ao sistema de
imobilizacao.

A suspensdo de células livres de L. plantarum foi
preparada utilizando uma cultura de 1000 mL que foi
cultivada em meio MRS em shaker rotarério a 180 rpm a
37°C até atingir DO igual 1. Esta foi centrifugada (5000 g,
10 min, 4 °C), o pellet foi lavado duas vezes com &gua
destilada estéril e finalmente ressuspendido em 100 mL de
agua destilada estéril.

2.2.2 . Preparagdo das esferas

A Figura 1 ilustra o diagrama esquematico do
sistema de microencapsulagdo utilizado nos experimentos.
As células de L. plantarum foram confinadas pela mistura
de uma parte de cultura concentrada de células
(apresentada no item 2.2.1.) com quatro partes do
polimero imobilizante. A Tabela 1 apresenta o0s
tratamentos com diferentes polimeros empregados para a
imobilizagéo de L. plantarum. Uma parte da mistura do
polimero utilizado e células (50 mL) foi entdo adicionada
a 5 partes de 6leo (250 mL em frasco de 1L) contendo
Tween 80 (0,2%), que foi agitado com barra magnética a
200 rpm. A nova mistura foi agitada por 10 min para a
formagéo de uma emulsdo uniforme sem a evidéncia de
uma fase aquosa. Depois de transcorrido 10 min, 500 mL
de cloreto de calcio (0,05M para ALG ou 0,10M para PEC
ou ALPE) foi adicionado rapidamente mas gentilmente
(20 mL s™) escorrendo pela parede do frasco até que a
emulsdo agua/oleo fosse quebrada. As esferas de alginato
de célcio foram formadas dentro de 10 min. As esferas
foram coletadas por centrifugacdo (350 g, 10 min, 4 °C) e
enxaguadas duas vezes com agua estéril. O pellet foi
ressuspendido em 50 mL de agua destilada estéril para os
ensaios posteriores. Todo o procedimento foi realizado
sob condicdes de esterilidade.
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Figura 1. Diagrama esquematico do sistema de
microencapsulagao pela técnica de emulsao.
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Tabela 1. Tratamentos empregados na imobilizac8o de L.

plantarum.
Tratamento Sigla
Células sem imobilizacdo SIMO
Esferas elaboradas com alginato de sédio 3% (p/v) ALG
Esferas elaboradas com pectina citrica 4% (p/v) PEC
Esferas elaboradas da mistura de alginato de sddio 2% ALPE
(p/v) e pectina citrica 2% (p/v)
Esferas elaboradas com alginato de sodio 3% (p/v) ALGA
recobertas com solugéo de algino 0,17% (p/v)
Esferas elaboradas com pectina citrica 4% (p/v) PECA
recobertas com solugao de algino 0,17% (p/v)
Esferas elaboradas da mistura de alginato de sddio 2% ALPEA

(p/v) e pectina citrica 2% (p/v) recobertas com solugdo de
algino 0,17% (p/v)

Esferas elaboradas com alginato de sodio 3% (p/v) ALGQ
recobertas com solugao de quitosana 0,4% (p/v)

Esferas elaboradas com pectina citrica 4% (p/v) PECQ
recobertas com solugao de quitosana 0,4% (p/v)

Esferas elaboradas da mistura de alginato de sddio 2% ALPEQ

(p/v) e pectina citrica 2% (p/v) recobertas com solugdo de
quitosana 0,4% (p/v)

2.2.3 Recobrimento com alginato

O procedimento de recobrimento das esferas de
imobilizado com alginato de sédio seguiu o descrrito por
Krasaekoopt, Bhandari, Deeth (2004). As esferas com L.
plantarum imobilizado obtidas como descrito no item 2.2.2
foram misturadas com 100 mL de solucdo de alginato de
sodio 0,17% e colocadas em sob agitacdo a 100 rpm, 37 °C
por 20 min em shaker orbital. Ap6s transcorrido este
periodo as esferas com recobrimento de alginato foram
recolhidas por centrifugacdo (350 g, 10 min, 4 °C) e
enxaguadas duas vezes com agua estéril. O pellet foi
ressuspendido em 50 mL de agua destilada estéril para os
ensaios posteriores. A Tabela 1 apresenta os tratamentos
empregando recobrimento de alginato.

2.2.4 Recobrimento com quitosana

O procedimento de recobrimento com quitosana foi
adaptado de Krasaekoopt, Bhandari, Deeth (2004). 0,4 g de
quitosana foi dissolvida em 90 mL de &gua destilada
acidificada com 0,4 mL de acido acético glacial até
alcancar a cncentracdo final de 0,4% (p/v). O pH foi entdo
ajustado com NaOH 1M até atingir 5,8+0,2. A mistura foi
filtrada através de papel filtro Whatman n.4 e o volme foi
ajustado a 100 mL. Apos foi autoclavado a 121°C for 15
min. As esferas com L. plantarum imobilizado obtidas
como descrito no item 2.2.2 foram misturadas com
100 mL da solucéo de quitosana a colocadas sob agitacéo a
100 rpm, 37°C por 40 min em shaker orbital. Apos
transcorrido este periodo elas foram recolhidas por
centrifugagdo (350 g, 10 min, 4 °C) e enxaguadas duas
vezes com agua estéril. O pellet foi ressuspendido em 50
mL de &gua destilada estéril para os ensaios posteriores.

2.3 Testes de resisténcia aos meios gastrointestinais

2.3.1 Meios para testes de tolerAncia ao trénsito
gastrointestinal

Os sucos gastrico e intestinal simulados foram
preparados diariamente. Os meios simulados foram
elaborados baseando-se nos trabalhos de Charteris et al.

(1998) e Michida et al. (2006). O suco gastrico simulado
(SGS) foi preparado pela suspenséo de pepsina (1:10000)
em solucdo salina estéril (0,5 %, p/v) até uma
concentragdo final de 3 g L™ e o pH foi corrigido até 2,0
com HCI concentrado ou NaOH 0,1 mol L™ usando um
medidor de pH. O suco intestinal simulado (SIS) foi
preparado pela suspensdo de pancreatina USP (P-1500,
Sigma) em solucdo salina estéril até uma concentragio
final de 1g L™, com 4,5% de sais biliares e o pH foi
ajustado a 8,0 com NaOH 0,1 mol L™ usando um medidor
de pH. Ambas solucbes foram filtradas para sua
esterilizagdo em membrana filtrante de 0,22 um.

2.3.2 Teste de tolerancia ao transito gastrointestinal

A tolerancia das células livres e imobilizadas de L.
plantarum aos meios gastrico e intestinal simulados foi
determinada segundo o método adaptado de Charteris et
al.(1998). Os testes foram realizados em tubo de falcon de
15 mL, previamente esterilizados. Foram realizados trés
tipos de testes. No primeiro e no segundo, 0,4 mL da
suspensdo de células livres ou imobilizadas foram
misturadas a 1,8 mL de SGS ou SIS, misturados
levemente e colocados sob incubacdo por 120 min a 37°C.
No terceiro, primeiramente 0,4 mL da suspensdo de
células livres ou imobilizadas foram misturadas levemente
a 1,8 mL SGS e colocados sob incubagdo por 120 min a
37°C. Ao final do periodo, 1,8 mL de SIS foi adicionado a
amostra, misturado e procedeu-se mais 120 min de
incubacdo a 37°C. Como controle para os dois primeiros
testes (CONT12), foi incubado 0,4 mL da suspensdo de
células livres ou imobilizadas em 1,8 mL de solucéo salina
(0,5%, plv) estéril por 120 min a 37°C e, como controle
para o terceiro teste (CONT3) foi incubado 0,4 mL da
suspensao de células livres ou imobilizadas em 1,8 mL de
solucdo salina (0,5%, p/v) estéril por 120 min a 37°C e
adicionado no tempo de 120 min mais 1,8 mL de solucéo
salina (0,5%, p/v) estéril, misturado e colocado para
incubar por mais 120 min a 37°C. Aliquotas de 1 mL
foram tomadas nos tempos 0, 30, 60, 120 min (para todos
0s testes), 180 e 240 min (para o terceiro teste e seu
controle) para a determinagdo do ndmero total de células
viaveis.

2.3.3 Dissolucéo das esferas

As esferas de imobilizado de ALG, PEC, ALPE,
ALGA, PECA e ALPEA foram dissolvidas utilizando
1 mL do material incubado que foi dissolvido em 9 mL de
tampé&o fosfato, pH 7,5, por 10 min em shaker a 37°C e
180 rpm. J& as esferas de imobilizados que foram
recobertas com solugdo de quitosana foram dissolvidas
utilizando 1 mL do material incubado adicionado em 9
mL de tampdo citrato de sédio, pH 6,0, na presenca de 10
esferas de vidro, por 10 min em shaker a 37°C, 180 rpm.
A nova solugdo formada foi entdo utilizada para
determinacédo do nimero de células viaveis.

2.3.4 Determinacéo do nimero total de células viaveis

O nlimero total de células viaveis de L. plantarum foi
determinado pelo método de pour plate usando agar MRS.
As placas foram incubadas a 37°C por 48h.
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2.4 Teste de resisténcia a condicao de refrigeragéo

No teste de resisténcia a condicdo de refrigeracdo
0,4 mL da suspensdo de células livres ou imobilizadas
foram adicionadas em 1,8 mL de solucéo salina (0,5%, p/v)
estéril e incubadas em geladeira a 4°C. Aliquotas de 1 mL
foram tomadas durante 38 dias para a determinacdo do
namero total de células vidveis (item 2.3.4.). A dissolucéo
das esferas de imobilizado foi realizada conforme descrito
no item 2.3.3.

2.5 Producdo de iogurte suplementado com L.
plantarum imobilizado em alginato recoberto com
quitosana

O iogurte foi produzido de acordo com o fluxograma
apresentado na Figura 2. Foi utilizada como cultura starter
para a producéo do iogurte Yo-Flex® YF-L812 (Christian
Hansen, Brasil) composto de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Reconstituicdo de leite em p6 desnatado até atingir
14% de s6lidos totais

Pasteurizacdo 85°C/30 min)

Resfriamento até temperatura de incubagio (43°C)

Adicdo de 2% de cultura starter

incubagdo a 43°C até atingir pH 4,5

Figura 2. Fluxograma de producdo de iogurte.

Apbs o iogurte atingir o pH 4,5, foram colocados 1,8
mL de iogurte em tubos falcon estéreis de 15 mL e
adicionados a estes 0,4 mL de L. plantarum imobilizado
em ALGQ e estocadas em geladeira a 4°C por 38 dias.
Aliquotas de 1 mL foram tomadas durante 38 dias para a
determinacdo do nimero total de células viaveis de L.
plantarum. Para esta determinagdo foi utilizado o meio
seletivo diferencial para L. plantarum (LPSM) descrito por
Bujalance et al. (2006). O meio consistia em g L™: peptona
bacterioldgica, 10; extrato de carne, 10; extrato de
levedura, 10; D-sorbitol, 20; ciprofloxacina, 0,004; acetato
de sddio, 5; citrato de amonia, 2; fosfato de potassio, 2;
sulfato de magnésio, 0,1; sulfato de manganés, 0,05;
purpura de bromocresol, 0,02; &gar, 20. O meio sem
ciproflaxacina foi autoclavado por 15 min a 121°C e ap0s
resfriado a 50°C. A ciprofloxacina foi esterilizada por
filtracdo antes de ser adicionada ao meio resfriado com
membrana filtrante de 0,22 um. O pH do meio foi ajustado
a 6,0 £ 0,1. O meio quando solidifado apresenta coloracdo
purpura e o L. plantarum quando cresce neste meio
desenvolve coloracdo amarela ao redor das coldnias pela
formacdo de 4&cido. A dissolugdo das esferas de
imobilizado foi realizada conforme descrito no item 2.3.3.

3 Resultados e Discussdes

3.1 Resisténcia aos meios gastrointestinais

Um dos principais critérios para selecdo de
probidticos é a avaliacdo da sua tolerancia em relagdo ao
pH estomacal, aos sais biliarres e as enzimas presentes no

trato gastrointestinal superior (CHAMPAGNE et al.,
2005; STANTON et al, 2005). Dessa forma, foram
realizados estudos para avaliar a viabilidade in vitro dos
probidticos quando expostos aos sucos gastrico e intestinal
simulados. O SGS apresentava em sua formulacgéo pepsina
e seu pH foi ajustado para dois. Ja o SIS era composto por
pancreatina, sais biliares e seu pH corrigido para oito.

A Figura 3 apresenta as curvas de sobrevivéncia do
L. plantarum, na forma livre e imobilizada em ALG e
ALPE, quando colocados em contado com o SIS. Nestes
experimentos o SIS ndo apresentou diminuicdo na
viabilidade dos microrganismos em relacdo ao controle,
exceto para 0 experimento sem imobilizacdo no qual
houve uma ligeira diminuicdo, 0,2 e 0,4 ciclos
logaritmicos para controle e SIS, respectivamente.
Michida et al. (2006) verificaram que L. plantarum na
forma livre resistiu a exposicdo ao suco intestinal
simulado. Mandal et al. (2006) verificaram a diminuicdo
na viabilidade dos probiéticos livres de 9,45 para 7,29 log
UFC mL™* e de 9,34 para 5,60 log UFC mL™* quando
expostos a 1 e 2 % de sais biliares, respectivamente apds
12 h. Quando utilizaram a imobilizacdo em alginato,
verificaram o aumento da viabilidade, que foi
proporcional ao aumento da concentracdo de alginato
utilizada. Dessa forma, para as demais imobilizagdes néo
foram realizados ensaios de resisténcia a suco intestinal ja
que este ndo diminui a viabilidade de L. plantarum.

1011_
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Figura 3. Variacdo de nimero de células viaveis de L. plantarum
quando submetido a SIS com seus respectivos controles. (m)
controle sem imobilizagdo; (e) SIS sem imbolizacio; (A)
controle ALG; (*) SIS + ALG; (o) controle ALPE; (0) SIS
ALPE.

A Figura 4 apresenta a variagdo do numero de
células viaveis de L. plantarum durante a exposicdo a
SGS. A exposicdo ao SGS ocasionou uma drastica
diminuicdo do nimero total de sobreviventes sendo que
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos a
95% de confianga. A imobilizagdo com estes materiais
ndo foi efetiva como técnica para proteger os
microganismos. Este resultado estd em concordancia com
0 observado por Sultana et al. (2002) que também
verificaram queda expressiva quando os probioticos foram
expostos ao pH dois, sendo que a imobilizagdo néo
protegeu-os das condi¢des adversas. Mandal et al. (2006)
observaram grande diminuicdo na viabilidade das células
livres quando submetidos ao pH 1,5, contudo houve um
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ligeiro aumento na viabilidade com os probitticos que
foram imobilizados.

E importante ressaltar que os meios simulados usados
nos testes podem diferir significativamente na literatura.
Em relagdo ao meio gastrico simulado, a maioria dos
autores utilizam somente a solucdo salina com pH
corrigido ao ponto de estudo (LEE e HEO, 2000), poucos
colocam em sua formulagdo enzimas (CHARTERIS et al.,
1998; MICHIDA et al., 2006). O mesmo ocorre para suco
intestinal simulado em que alguns trabalhos utilizam
solugdo salina com diferentes concentragdes de sais biliares
(MANDAL et al., 2006). Ja outros autores empregam a
pancreatina associada aos sais biliares (MICHIDA et al.,
2006).

Namero de células viaveis (log,, CFU/mL)
(&
1

PEC
ALPE
ALGQ
PECQ
ALGA
PECA

o
2

SEM
ALPEQ
ALPEA

Figura 4. Variagao do nimero de células viaveis de L. plantarum
submetido a SGS entre tempo 0 e 120 min. (barra brancas)
numero inicial de células (barras pretas) nimero final de células.

3.2 Resisténcia a condicao de refrigeracao

Um dos pardmetros para que um determinado
microrganismo seja considerado probiético é a sua
capacidade de resistir durante o periodo de estocagem do
produto no qual estard inserido (FAO/WHO, 2001; KOSIN
e RAKSHIT, 2006). Geralmente, os produtos fermentados
adicionados de probi6ticos devem ser armazenados durante
a sua vida-de-prateleira sob refrigeracdo (~ 4 °C). Com o
objetivo de avaliar a eficiéncia da imobilizacdo em alginato
de calcio em diminuir as perdas durante a estocagem sob
refrigeracdo de L. plantarum, foram realizados
experimentos em que foi comparada a sobrevivéncia do
microrganismo imobilizado em relagéo as células livres.

Na Tabela 2 é apresentada a sobrevivéncia de L.
plantarum em geladeira por um periodo de 38 dias. Pode
ser observado que, no final do periodo, as células
imobilizadas em PEC e ALGQ tiveram as menores perdas
de viabilidade nas condic@es testadas em relacdo as células
ndo imobilizadas. Contudo, observou-se a instabilidade da
imobilizagdo com pectina 4 % durante o periodo de
estocagem, ou seja, havia a solubilizacdo das esferas e
separagdo das células do material imobilizado. J& a
imobilizagdo com ALGQ apresentou boa estabilidade e
também houve pequena perda de viabilidade do
L.plantarum durante o periodo de estocagem. Krasaekoopt
et al. (2003) comenta que tratamentos especiais, como
cobertura das esferas, sdo utilizados para melhorar as

propriedades das esferas. Nestes processos a realizagdo de
ligagbes cruzadas com polimeros catidnicos, cobertura
com outros polimeros, mistura com amido e incorporacao
de aditivos por melhorar a estabilidade das esferas.

Tabela 2. Redugéo de nimero de células viaveis de L. plantarum
durante 38 dias de armazenamento sob refrigeracdo a 4°C.

Ensaio Log10(No/N)
PEC 1,95+0,082
ALGQ 2,17+0,49?
ALPE 2,96+0,202°
ALPEQ 3,62+0,22°°
PECQ 3,64+0,10°°
ALPEA 3,85+0,10°°
ALG 4,35+0,33%¢
ALGA 5,28+0,92"
PECA 5,40+0,71¢
SEM 6,73+0,13°

3.3 Resisténcia a estocagem sob refrigeragdo em

iogurte

A imobilizagio com ALGQ foi escolhida para
verificagdo da manutencdo da estabilidade de L.
plantarum em iogurte. Segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a quantidade minima
vidvel para os probidticos deve estar situada na faixa de
10® a 10° UFC na recomendacao diéria do produto pronto
para o consumo, conforme indicagdo do fabricante
(BRASIL, 2008). A Figura 5 apresenta a viabilidade de L.
plantarum imobilizado em ALGQ em iogurte em
condicBes de estocagem sob refrigeracdo. Como pode ser
observado, neste sistema houve boa manutencdo da
viabilidade do probidtico, tendo haviado somente 0,55
ciclos logaritmicos de perda de viabilidade. O nimero de
UFC/mL do produto manteve-se acima de 10°, indicando
que este produto se enquadraria dentro da legislacdo
brasileira podendo usar a alegacdo na embalagem de
probidtico. Estes experimentos demonstram a eficiéncia
da técnica em aumentar a sobrevivéncia dos lactobacilos
estudados durante o armazenamento.
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Figura 5. Viabilidade de L. plantarum imobilizado em ALGQ
em iogurte em condicGes de estocagem sob refrigeracdo
(4 +2°C).
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4 Conclusao

A viabiliade de L. plantarum néo foi afetada pelo SIS
tanto na forma livre quanto imobilizada. J4 o meio SGS
diminui drasticamente a viabilidade do L. plantarum em
todas as condic@es testadas. A imobilizacdo em ALGQ foi
eficiente na manutencdo da estabilidade do probidtico sob
condicdo de estocagem em temperatura de refrigeracéo e
quando este método de imobilizacdo foi usado em iogurte
houve menor perda em relagdo ao meio salino préviamente
utilizado.
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