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Resumo

Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus sdo micro-organismos probioticos eficazes na diminuigao de risco de doengas coronarianas,
reducdo do transpasse de enterobactérias fecais e reducdo dos sintomas da sindrome do intestino irritado, porém o comportamento desses micro-
organismos em determinadas condig¢oes ainda necessita ser elucidado. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um po efervescente probidtico
e simbiodtico contendo Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus e testar o efeito da adi¢do de inulina na formulagdo em funcao da
viabilidade dos micro-organismos no produto nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias de armazenamento e ap6s digestao in vitro. Os caldos lactose, MRS
e sacarose foram avaliados para a obtenc¢do do Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus em pé nas temperaturas de desidratagdo
em estufa: 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, e a combinagao caldo/temperatura de desidratagdo de maior viabilidade dos micro-organismos foi
sacarose/40 °C. Foram testadas duas formulagdes: (F1) base efervescente, saborizante de laranja e lactose contendo Lactobacillus plantarum
e Lactobacillus rhamnosus; (F2) formulagao F1 adicionada de 1g de inulina. Na avaliagdo da estabilidade ao armazenamento até 45 dias, os
micro-organismos se apresentaram viaveis em F1 (pH 5,65, umidade 1,8% e atividade de 4gua 0,467) e F2 (pH 5,81, umidade 2,8% e atividade
de agua 0,402), acima do requerido para ter efeito probidtico (10% a 10° UFC). No teste de digestdo in vitro, em contato com fluido gastrico
simulado (FGS), a viabilidade do Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus decresceu, havendo recuperagao parcial em contato com
fluido intestinal simulado (FIS). Para as duas formulagoes, em ambos fluidos, a contagem dos Lactobacillus esteve no nivel preconizado para
apresentar efeito probidtico. A presenga de inulina na formulagdo apresentou efeito significativo na manutengdo da viabilidade celular.

Palavras-chave: Lactobacillus plantarum. Lactobacillus rhamnosus. Inulina. Digestao.
Abstract

Lactobacillus plantarum and Lactobacillus rhamnosus are probiotic microorganisms efficient in reducing risk of coronary heart disease,
reducing the overlapping of fecal enterobacteria, and reducing the symptoms of irritable bowel syndrome, but the behavior of the microorganism
under certain conditions need to be elucidated. The objective of this study was to develop an effervescent probiotic and symbiotic powder
containing Lactobacillus plantarum and Lactobacillus rhamnosus and study the effect of inulin addition by evaluating of microorganisms
viability in the product at 0, 15, 30 and 45 days and after digestion in vitro. The broths lactose, MRS and sucrose were evaluated for obtaining
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus rhamnosus powder at dehydration temperatures of 40 °C, 45 °C, 50 °C, and 55 °C. The combination
broth/dehydration temperature that resulted in higher viability of the microorganisms was sucrose/40 °C. Two formulations were tested: (F1)
effervescent base, orange flavor and lactose containing Lactobacillus plantarum and Lactobacillus rhamnosus; (F2) formulation F1 with 1g
of inulin. Regarding the storage stability of the microorganisms, they were viable in F1 (pH 5.65, moisture 1.8% and water activity 0.467) and
F2 (pH 5.81, moisture 2.8% and water activity 0.402), above the levels required to have probiotic effect (10° to 10° UFC). In in vitro digestion,
the viability of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus rhamnosus decreased in contact with simulated gastric fluid (SGF), with partial
recovery in simulated intestinal fluid (SIF). For both formulations, at both simulated fluids the enumeration of Lactobacillus was within the
limits recommended for presenting probiotic effects. The inulin significantly affected the cell viability.

Keywords: Lactobacillus plantarum. Lactobacillus rhamnosus. Inulin. Digestion.

1 Introducao

Em formula¢des farmacéuticas, a efervescéncia apresenta
efeito positivo na palatabilidade dos produtos, atua como
estabilizante da mucosa gastrica, pode incrementar a absor¢ao
medicamentosa e melhorar a solubilizagdo dos pos contidos
na formula devido a turbuléncia causada pela efervescéncia.
A efervescéncia ¢ promovida pela reagdo de um carbonato
ou bicarbonato com um acido orgénico, como o citrico ou
o tartarico, promovendo a liberagdo de gas (oxigénio ou
anidrido carbonico) na presenca de agua'.
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Probidticos sao micro-organismos vivos capazes de melhorar
o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos
a satde do individuo®. O probidtico Lactobacillus plantarum
¢ uma bactéria latica aerdbia facultativa, que apresenta, como
diferencial, a produgdo acelerada de lactato® e aumento do nivel
de hemoglobina em humanos*. Assim como o L. plantarum, o
L. rhamnosus apresenta seguranga e eficacia como probiotico,
podendo auxiliar na diminui¢ao de risco de doengas coronarianas,
reducdo do transpasse de enterobactérias fecais, € minimizagao
dos sintomas da sindrome do intestino irritado®. L. plantarum e
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L. rhamnosus sao utilizados em conjunto para melhorar sabor em
queijos e salames e, por competi¢ao e produgao de bacteriocinas,
inibem a multiplicacao de Pseudomonas, leveduras, bolores,
clostridios e Lactobacillus heterofermentativos®.

Uma das aplicagdes dos probioticos se da no tratamento
de infecgdes gastrointestinais, em substitui¢do a terapia
tradicional com antibidticos®, como uma alternativa natural,
mais eficaz e sem efeitos secundarios’.

Conforme a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), a quantidade minima viavel para os probidticos
deve estar entre 10* a 10° UFC (Unidades Formadoras de
Coldnias) na recomendagdo de ingestdo diaria do produto
pronto para o consumo. Valores menores podem ser aceitos,
desde que o fabricante comprove sua eficacia®.

Segundo Gibson e Roberfroid®, prebioticos sédo carboidratos
ndo digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro,
estimulando seletivamente o crescimento e a atividade das
bactérias benéficas do colon e, consequentemente, melhorando
a saude. Efeitos e aspectos inerentes aos prebidticos sdo o
baixo valor caldrico (<2,15kcal), aumento do volume de
fezes, ¢ modulacdo da microbiota intestinal por estimulagdo
das bactérias benéficas. A incorporacdo de prebidticos na dieta
intensifica a viabilidade e adesdo de bactérias benéficas (entre
elas, os Lactobacillus) no trato gastrointestinal, alterando a
composig¢éo da microbiota’.

A inulina ¢ um prebidtico extraido de diversos vegetais
e encontrado em maior quantidade na chicoria'®''. Apresenta
solubilidade maior que a da sacarose, ndo cristaliza, nao
precipita'? e pode modificar a composi¢do microbiana,
estimulando o crescimento ou ativando o metabolismo das
bactérias benéficas do célon, tendo como consequéncia
efeitos benéficos para o hospedeiro’. Probidticos e prebioticos,
quando presentes no mesmo produto, ddo origem a um
efeito simbiotico, afetando beneficamente o hospedeiro, e
melhorando a sobrevivéncia e implantagdo dos micro-
organismos na parede do intestino’’.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um pé
efervescente probidtico e simbidtico contendo Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus rhamnosus ¢ avaliar o efeito da
inulina na viabilidade dos micro-organismos no produto até 45
dias de armazenamento e a viabilidade apos a digestao in vitro.

2 Material e Métodos

2.1 Producao de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus em po

Lactobacillus plantarume Lactobacillus rhamnosus (LPRA)
liofilizado SACCO® foi dissolvido em agua estéril (1:10) e as
bactérias foram ativadas em caldo MRS (de Man, Rogosa ¢
Sharpe) a 37 °C por 24h. Para a definicdo da composi¢ao do
cultivo e da temperatura de desidrata¢do, uma aliquota de caldo
(1%) foi inoculada em trés caldos distintos: 1) dgua peptonada
contendo 2% de sacarose, 2) dgua peptonada contendo 2% de
lactose e 3) caldo MRS 5,5% (preparado conforme as instrugdes
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do fabricante), que foram incubados a 37 °C por 24h. Uma
aliquota (10g) de cada caldo foi adicionada de lactose (1:1) e
a mistura disposta em pratos plasticos brancos, devidamente
higienizados e desinfetados, ¢ levados para a desidratagdo da
mistura em estufa bacteriologica a 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C
durante 6 horas. As amostras foram pulverizadas em gral e
acondicionadas em recipientes esterilizados. Para definir o caldo
e a temperatura resultantes em melhor crescimento bacteriano,
foi realizado o teste de viabilidade dos micro-organismos por
dissolugao de 1g de cada amostra em 9 mL de agua peptonada
estéril, diluindo sucessivamente até 10""! e inoculando em Agar
MRS pela técnica pour plate, com incubagao a 37 °C por 48h.

A partir dos resultados deste experimento foram
selecionadas as condigdes (caldo e temperatura) com maior
crescimento.

2.2 Formulacéo efervescente probidtica e simbiotica

Foram eclaboradas duas formulagdes: (F1) 5g de base
efervescente (46% de bicarbonato de sodio, 44% de acido
citrico, 10% de carbonato de sodio), 4g de saborizante para
picolé Selecta® Tropical sabor laranja (composi¢do: amido
de milho, fécula de mandioca, acidulantes: acido citrico e
fumarico, aromatizante idéntico ao natural, antiumectante:
fosfato tricalcico, corantes artificiais: amarelo crepusculo e
amarelo tarzanita) e 1g de lactose contendo LPRA; e (F2) 4¢g
de base efervescente, 4g de saborizante para picolé Selecta®
Tropical sabor laranja, 1g de lactose contendo LPRA e
lg de inulina BENEO-Orafti® HP. As formulagdes foram
acondicionadas em envelopes de plastico laminado (10 g
cada) e armazenadas a temperatura ambiente.

Aos 45 dias de armazenamento, a umidade das amostras
foi determinada por desidratagdo em estufa a 105 °C'* e a
atividade de agua medida em equipamento AQUA LAB
CX-2®. Para a determina¢do do pH, cada formulagdo foi
dissolvida em agua deionizada (previamente fervida) 1:10
(p/v) a 25 °C e ap6s cessar a efervescéncia, o pH foi medido
com potencidmetro Tecnal Tec-3MP'4.

2.3 Efeito do trato gastrointestinal na viabilidade de
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus

As formulagdes F1 e F2 foram testadas quanto a
sobrevivéncia microbiana, simulando as condigdes do trato
gastrointestinal in vitro. Adicionou-se 10 g de produto
(conteudo do envelope) em 90 mL de fluido gastrico simulado
(FGS) esterilizado pH 2,0 (HCI 0,08 M contendo 0,2 % de
NaCl), permanecendo em contato por duas horas em estufa
a 37 °C. Apos 30, 60, 90 e 120 minutos 1,0 mL de amostra
foi coletado para a determinagdo da viabilidade dos micro-
organismos. Ap6s 120 minutos, 1,0 mL foi adicionado a 9,0 mL
de fluido intestinal simulado (FIS) estéril pH 6,8 (K,PO, 0,05
M adicionado de 0,6 % de sais biliares) incubado em estufa
a 37 °C por 150 minutos, e 1,0 mL coletado para verificar a
viabilidade dos probiodticos!'® por inoculagdo em Agar MRS pela
técnica pour plate e incubago a 37 °C por 48h".
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2.4 Viabilidade bacteriana no pé efervescente

A viabilidade do LPRA foi avaliada imediatamente
apos a formulagdo (tempo zero) e apds 15, 30 e 45 dias de
armazenamento das formulagdes em envelopes de plastico
laminado, mantidos a temperatura ambiente (252 °C).
Também foi avaliada a viabilidade do LPRA apds simulagdo
de digestdo. A viabilidade do micro-organismo foi avaliada por
dissolugdo de 1g de amostra em 9 mL de agua peptonada estéril,
diluindo sucessivamente até 10" e inoculando em Agar MRS
pela técnica pour plate, com incubagio a 37 °C por 48h'®.

2.5 Analise estatistica

A viabilidade dos micro-organismos foi avaliada pela
analise de varidncia ANOVA para detectar diferencas
significativas, e as médias, obtidas a partir de contagem em
triplicata, comparadas pelo teste de Tukey com nivel de 5 %
de significancia, utilizando o programa Statistica 7.1.

3 Resultados e Discussao

3.1 Producao de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus em po

Quando cultivado em presenca de sacarose, com posterior
desidratagdo do caldo a 40 °C, LPRA apresentou contagem
significativamente superior em comparagdo aos outros
substratos frente a desidratagdo a 40°-55 °C (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito da composicdo e da temperatura de desidratacao
do caldo de cultivo na viabilidade de Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus rhamnosus (Log UFC.g™").

Temperatura (°C)

Caldo (p/v)

40 45 50 55
Lactose 2%  8,1740,11* 8,30%£0,10* 8,00£0,19* 8,00+0,15°
MRS 8,00£0,07° 8,84+0,12° 8,30+0,20° 8,30%0,10"
Sacarose 2%  11,30£0,21° 8,7140,20° 8,55+0,17° 8,110,17°

Valores sao médias + desvio padrao dos resultados, em triplicatas. Médias
acompanhadas de letra diferente apresentam diferenca significativa
(p=0,05).

A interacdo entre o substrato utilizado e a temperatura
de desidratagdo apresentou efeito significativo sobre o
crescimento microbiano, com a vantagem econdmica do uso
da estufa em comparacdo a outros métodos de desidratagdo'’
e da contagem significativamente superior de LPRA na
temperatura mais baixa entre as testadas. Um fator importante
para a elevada contagem de LPRA foi a desidratagdo do caldo
quando os probidticos se encontravam na fase estacionaria, o
que aumenta a resisténcia dos micro-organismos ao estresse
causado pela desidratagdo e operagdes subsequentes' .

Em estudos de crescimento de L. plantarum frente a
diferentes substratos, a sacarose foi o mais consumido em
comparagdo a rafinose e estaquiose, resultando em contagem
bacteriana superior®. Linhagens de Lactobacillus rhamnosus
cultivados em leite reconstituido adicionado de inulina e
subsequente atomizacdo apresentaram viabilidade de 10°
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UFC.g", considerada elevada'.

Diante dos resultados obtidos, o caldo contendo 2%
de sacarose foi selecionado para o cultivo do LPRA, com
desidratagdo subsequente a 40 °C, e o po6 resultante foi
utilizado nas formulacdes efervescentes.

3.2 Viabilidade do Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus no pé efervescente

Os pos efervescentes sdo preparagdes extemporaneas,
ou seja, devem ser reconstituidos em agua para serem
administrados. E necessario que o farmaco esteja totalmente
solubilizado apés efervescéncia, para que seja absorvido no
trato gastrointestinal'. As formulacdes de po efervescente F1
e F2 contendo LPRA apresentaram aspecto fisico semelhante:
p6 granular de cor alaranjada com cristais de cor branca. Apos
a reconstituicdo em agua potavel (1:20, p/v), as formulagdes
efervescentes apresentaram completa dissolucdo, resultando
em solugdes de cor alaranjada com aroma de laranja.

Referente as caracteristicas fisico-quimicas das formulagoes,
estas se apresentaram de acordo com o padrdo estabelecido para
bases efervescentes!: (F1) 1,8% umidade, 0,467 de atividade de
agua e pH 5,65 e (F2) 2,8% de umidade, 0,402 de atividade de
agua e pH 5,81. O teor de umidade mais elevado para F2 se deve
a caracteristica altamente higroscopica da inulina adicionada a
formulagdo, o que também explica a atividade de agua mais
baixa (menos agua disponivel). A baixa atividade de agua das
formulagdes indica a seguranga microbioldgica, pois impede a
contaminagéo posterior do produto®..

Quanto a
armazenamento da formulacdo efervescente em envelopes de
plastico laminado a temperatura ambiente, para a formulago

sobrevivéncia dos micro-organismos ao

F1, a viabilidade se manteve inalterada ao longo de 45 dias de
armazenamento, enquanto em F2 a viabilidade de LPRA foi
significativamente superior (dois ciclos logaritmicos) a F1 nos
periodos analisados, com queda de um ciclo logaritmico na
viabilidade somente aos 45 dias. Em ambas as formulagdes,
até 45 dias de armazenamento, a contagem de LPRA se
apresentou superior ao requerido para assegurar o efeito
probidtico (Tabela 2)8.

Tabela 2: Viabilidade do Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus (Log UFC.g') no po efervescente até 45 dias de
armazenamento.

Tempo (dias)

Formulacao

0 15 30 45
F1 11,30£0,09* 11,47+0,08* 11,47£0,10* 11,30+0,19°
F2 13,60+0,04° 13,60£0,05° 13,60+0,12° 12,23+0,10°

F1: p6 efervescente contendo Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus.

F2: p6 efervescente contendo Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus e inulina.

Valores sao médias + desvio padrdo dos resultados, em triplicatas. Médias
acompanhadas de letra diferente apresentam diferenga significativa
(p=0,05).
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Observou-se uma manutengdo superior da viabilidade do
LPRA para a formulagdo F2, o que ¢ explicado pelo efeito
prebidtico da inulina, que pode contribuir na sobrevivéncia
dos micro-organismos no produto em po6, mesmo apos a
desidratagido”. Além disso, devido a alta higroscopicidade da
inulina, esta supostamente protegeu as membranas celulares
da desidrata¢do, bem como de outros intercdmbios com o
meio.

Estudos de viabilidade durante 60 dias de armazenamento
de L. rhamnosus atomizado ap6s cultivo em leite reconstituido
contendo inulina resultaram em contagens inferiores as
obtidas neste trabalho e sem efeito significativo da inulina na
manuten¢do da viabilidade celular®.

3.3 Efeito do trato gastrointestinal na viabilidade de
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus

Na Figura 1 pode-se observar o efeito do fluido gastrico
simulado (FGS) sobre os micro-organismos nas formulagoes
F1 e F2, com diminui¢do estatisticamente significativa da
viabilidade em func¢do do tempo de exposi¢do dos produtos
ao pH 2,0. Estes resultados concordam com estudos, nos
quais linhagens de Lactobacillus apresentaram decréscimo
na viabilidade em valores de pH abaixo de 2,5%2. A contagem
bacteriana superior no caso de F2 se da pela acidez mais
baixa da formulagdo, pela presenga da inulina (pH 5,81) em
comparagdo a FI (pH 5,65)%, além do efeito prebidtico da
inulina, com efeito protetor ao LPRA.
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Figura 1: Efeito do Fluido Géstrico Simulado (FGS) sobre
a viabilidade de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus (Log UFC.g ") ap6s 30, 60, 90 e 120 minutos.
A (F1) Base efervescente, saborizante de laranja e lactose
contendo Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus; m
(F2) formulacdo F1 adicionada de 1g de inulina.

Normalmente os alimentos so6lidos permanecem no
estdmago entre 2 e 4 horas ¢ os liquidos apenas 20 minutos**%.
Considerando que a o nimero de células viaveis apos 20
minutos de contato com o fluido gastrico simulado foi de 9,00
(Log UFC.g") para F1 e 11,30 (Log UFC.g") para F2 e que o
p6 efervescente contendo LPRA seria dissolvido em agua para

ser ingerido, a forma de administragdo deste produto pode ser
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considerada uma vantagem para a sobrevivéncia dos micro-
organismos no ambiente gastrico.

Ainda que LPRA tenha apresentado diminui¢do de cinco
ciclos logaritmicos tanto em F1 quanto em F2, os Lactobacillus
apresentaram a contagem preconizada para efeito probiotico
no intestino (10° ¢ 107 UFC.g") até o final da exposi¢ao ao
FGS (150 minutos), nas duas formulagdes?®.

Quanto a viabilidade do LPRA, apds transferir as
formulagdes da condi¢do gastrica simulada, observou-
se reativacdo das bactérias (Figura 2) no fluido intestinal
simulado (pH 6,8), com aumento na viabilidade microbiana
em fungdo do tempo. Vale ressaltar o efeito da inulina na
viabilidade dos micro-organismos ap6s 150 minutos.

S5}
J

(=]
1

8 /

Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus (Log UFC.g-')
(=)}

0 3I0 1I50
Tempo (min.)
Figura 2: Efeito do Fluido Intestinal Simulado (FIS) sobre
a viabilidade de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
rhamnosus (Log UFC.g") ap6s 30 e 150 Minutos. A (F1)
Base efervescente, saborizante de laranja e lactose contendo
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus m (F2)
Formulag@o F1 adicionada de 1g de inulina.

O mecanismo de tolerancia microbiana aos sais biliares
ndo estd completamente elucidado e ¢ dificil definir a
concentragao limite para um micro-organismo ser considerado
resistente a bile?8. Observa-se na Figura 2, que apresenta a
recuperagdo da viabilidade celular em func¢do do tempo, que
0s micro-organismos sdo mantidos em pH 6,8, favoravel
para L. plantarum® ¢ L. rhamnosus'® ¢ em contato com 0s
sais biliares a 0,6%. Em estudo com Lactobacillus plantarum
isolados de leite e queijo de ovelha, submetidos a condi¢des
gastrointestinais in vitro, 0s micro-organismos apresentaram
potencial recuperagdo na concentragdo de 0,15 a 0,3% de sais
biliares®.

Com relacdo ao efeito positivo da inulina sobre a
viabilidade celular de LPRA, de acordo com pesquisas, ha
uma vantagem competitiva para o probidtico, se consumido
juntamente com o prebidtico. O consumo de probidticos e
prebidticos na mesma formulagdo pode aumentar os efeitos
benéficos de cada um deles, uma vez que o estimulo de cepas
probidticas conhecidas leva a escolha dos pares simbioticos
substrato-microrganismo ideais®'.
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4 Conclusao

As formulagOes efervescentes testadas neste estudo sdo

consideradas veiculos apropriados para a administracdo dos

probioticos Lactobacillus plantarum e L. rhamnosus, que se
apresentaram tolerantes a desidratagdo, ao armazenamento e
exposi¢do as condi¢des gastrointestinais simuladas. A adigdo
de inulina incrementou substancialmente a sobrevivéncia dos

probioticos no estudo.
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