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RESUMO

O aumento da consciéncia nutricional tem impulsionado a procura € o consumo de
alimentos funcionais. Dentre estes, destacam-se os probidticos, definidos como
microrganismos Vvivos que, quando administrados em quantidades diarias e
adequadas, conferem beneficios a saude humana. Entretanto, esses microrganismos
sdo sensiveis a condi¢gdes adversas e para exercerem seus efeitos precisam continuar
metabolicamente viaveis até o intestino. Assim, estratégias para a manutengao da
viabilidade dos probidticos vém sendo desenvolvidas, dentre elas, a
microencapsulagédo, sugerida como um método promissor para a protegdo dos
probidticos. Ademais, a escolha dos agentes encapsulantes € essencial, pois o
material utilizado contribui para a eficiéncia da microencapsulacédo e a estabilidade
das microcapsulas. Como as caracteristicas fisico-quimicas dos agentes
encapsulantes se diferenciam, opta-se, frequentemente, pela combinacdo de
materiais, buscando melhores resultados. O objetivo foi avaliar a técnica de
microencapsulagao por spray drying, empregando pectina e concentrado proteico de
soro de leite como agentes encapsulantes sobre a viabilidade de Lactobacillus
acidophilus. Foram produzidas microcapsulas com diferentes concentragcbes de
pectina (ATM ou BTM) e concentrado proteico de soro (CPS): T1 = 1.7 ATM:CPS; T2
=0,5:7,5 ATM:CPS; T3 = 1.7 BTM:CPS e T4= 0,5:7,5 BTM:CPS, e avaliadas quanto
a eficiéncia da microencapsulacao, a viabilidade do material encapsulado no suco
gastrico e intestinal in vitro, e durante o armazenamento (sob refrigeracdo 4 °C £ 1 e
temperatura ambiente 25 °C £ 1), nos tempos 0, 15, 30, 45, 60 e 90 dias. As
microcapsulas foram caracterizadas quanto a morfologia e propriedades fisico-
quimicas. A eficiéncia de encapsulagao variou entre 80,91% (T4) e 91,72% (T2). A
viabilidade das microcapsulas, apos as condi¢des simuladas do trato digestorio, foi de
80,63% (T2) seguida de 79,96% (T3) e 71,65% (T4), indicando bom desempenho dos
tratamentos das microcapsulas na protecao dos probidticos. Quando armazenadas a
4 °C £ 1, o T2 preservou a viabilidade probiética por mais tempo (90 dias), enquanto
que, a temperatura ambiente (25 °C+ 1), T3 e T4 mantiveram a viabilidade bacteriana
por até 60 dias, comparados a T2, cuja viabilidade foi até 45 dias. A morfologia das
microcapsulas apresentou-se com formato esférico e algumas concavidades. Os
valores de atividade de agua variaram entre 0,35 + 0,05 e 0,51 £ 0,01; de umidade
entre 4,38 £ 0,05% e 5,83 £ 0,20%; de solubilidade entre 74,61% e 82,06%; e de
higroscopicidade entre 9,47% e 12,28%. Na Espectroscopia na Regido do
Infravermelho por Transformada de Fourier, os espectros demonstraram as
caracteristicas dos agentes encapsulantes apds o spray drying. Considerando os
melhores resultados obtidos quanto a manutencdo da viabilidade probidtica em
condigdes gastrointestinais simuladas e sob condigdes de estocagem, destacaram-se
as microcapsulas com T2 e T3, especialmente T3. De modo geral, verificou-se ser
viavel a microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus com o0s agentes
encapsulantes empregados, visto que a eficiéncia de encapsulagéo foi adequada e
que a viabilidade as condi¢gdes gastrointestinais simuladas, a estocagem em
temperatura ambiente e refrigerada, foram favoraveis quanto a preservagado dos
probiéticos, na maioria dos tratamentos avaliados.

Palavras-chave: viabilidade de células; digestibilidade in vitro; probioticos.



ABSTRACT

The Increase in nutritional awareness has driven the demand for and consumption of
functional foods. Among these, probiotics stand out, defined as live microorganisms
that, when administered in adequate daily amounts, confer benefits to human health.
However, these microorganisms are sensitive to adverse conditions and to exert their
effects they need to remain metabolically viable until the intestine. Thus, strategies for
maintaining the viability of probiotics have been developed, among them,
microencapsulation, suggested as a promising method for protecting probiotics.
Furthermore, the choice of encapsulating agents is essential, as the material used
contributes to the efficiency of microencapsulation and the stability of microcapsules.
As the physicochemical characteristics of encapsulating agents are different, a
combination of materials is often chosen, seeking better results. The objective was to
evaluate the microencapsulation technique by spray drying, using pectin and whey
protein concentrate as encapsulating agents on the viability of Lactobacillus
acidophilus. Microcapsules were produced with different concentrations of pectin (ATM
or BTM) and whey protein concentrate (CPS): T1 = 1:7 ATM:CPS; T2 = 0.5:7.5
ATM:CPS; T3 = 1.7 BTM:CPS and T4= 0.5:7.5 BTM:CPS, and evaluated for the
efficiency of microencapsulation, the viability of the encapsulated material in gastric
and intestinal juice in vitro, and during storage (under refrigeration 4 °C £ 1 and room
temperature 25 °C £ 1), at times 0, 15, 30, 45, 60 and 90 days. The microcapsules
were characterized in terms of morphology and physical-chemical properties. The
encapsulation efficiency varied between 80.91% (T4) and 91.72% (T2). The viability of
the microcapsules, after the simulated digestive tract conditions, was 80.63% (T2)
followed by 79.96% (T3) and 71.65% (T4), indicating good performance of the
microcapsule treatments in protecting the probiotics. When stored at 4 °C £ 1, T2
preserved probiotic viability longer (90 days), while at room temperature (25 °C + 1),
T3 and T4 maintained bacterial viability for up to 60 days, compared to T2, whose
viability was up to 45 days. The morphology of the microcapsules presented a spherical
shape and some concavities. Water activity values varied between 0.35 + 0.05 and
0.51 + 0.01; humidity between 4.38 + 0.05% and 5.83 + 0.20%; solubility between
74.61% and 82.06%; and hygroscopicity between 9.47% and 12.28%. In Spectroscopy
in the Infrared Region by Fourier Transform, the spectra demonstrated the
characteristics of encapsulating agents after spray drying. Considering the best results
obtained regarding the maintenance of probiotic viability in simulated gastrointestinal
conditions and under storage conditions, microcapsules with T2 and T3, especially T3,
stood out. In general, the microencapsulation of Lactobacillus acidophilus with the
encapsulating agents used was found to be feasible, since the encapsulation efficiency
was adequate and the viability of the simulated gastrointestinal conditions, storage at
room and refrigerated temperatures, were favorable in terms of preservation. of
probiotics, in most of the evaluated treatments.

Keywords: cell viability; in vitro digestibility; probiotics.
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1 INTRODUGAO

A crescente prevaléncia de doengas relacionadas a habitos de vida nao
saudaveis na sociedade atual promoveu o desenvolvimento da ciéncia alimentar e da
nutricdo, uma vez que o aumento da consciéncia nutricional entre os consumidores
levou a uma tendéncia atual para uma alimentacéao saudavel e racional influenciando,
ao mesmo tempo, o setor de alimentos funcionais (SHARIFI-RAD et al., 2020).

Alimentos funcionais sao alimentos processados industrialmente ou naturais
que apresentam em sua composi¢gao moléculas biologicamente ativas desejaveis que,
quando consumidos regularmente dentro de uma dieta diversificada em niveis
eficazes, tém efeitos potencialmente positivos na saude, podendo reduzir os riscos de
uma ou mais doengas, indo além da nutricao basica. Os principais critérios de inclusao
de uma determinada alegacgao funcional de um ingrediente ou alimento em um rétulo
alimentar sdo a segurancga alimentar, o livre acesso sem necessidade de prescri¢ao
meédica (ou aconselhamento médico) e a comprovagao de beneficios a saude quando
regularmente consumidos em uma dieta balanceada (GRANATO et al., 2020;
SHARIFI-RAD et al., 2020).

Dentre os compostos com propriedades funcionais destacam-se os probidticos,
que podem ser definidos como microrganismos vivos que podem fornecer beneficios
a saude ao melhorar o equilibrio microbiano intestinal do hospedeiro, quando
administrados em quantidades adequadas. Esses beneficios para a saude incluem
minimizar os sintomas relacionados a intolerancia a lactose, imunomodulacéo, efeito
de redugao do colesterol, reducédo de disturbios gastrointestinais, incluindo diarreia
associada a antibioticos, modulacdo da microbiota e atividade metabdlica no intestino
(motilidade e absorc¢do), impacto na inflamagao intestinal, aumento da taxa de
erradicagao do patdgeno gastrico Helicobacter pylori, modulacado da fungao cerebral,
modulagéo potencial dos fatores de risco para o desenvolvimento de cancer,
promog¢ao da homeostase metabdlica por meio de seus mecanismos bioldgicos no
corpo, producdo de acidos graxos de cadeia curta, vitaminas, enzimas, acidos
organicos e peptideos antimicrobianos (PLAZA-DIAS et al., 2019; MAHMOUD et al.,
2020; YU et al., 2020; YOHA et al., 2022).

Os beneficios dos probidticos para a saude incentivam seu amplo uso em
setores como a industria alimenticia, farmacéutica e cosmética. Para exercer esses

beneficios a saude, a cultura probidtica precisa chegar metabolicamente viavel ao
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intestino. Entretanto, os probidticos sofrem inevitavelmente estresses severos durante
0 processamento, armazenamento e passagem de alimentos pelo trato gastrintestinal
superior (SIPAILIENE; PETRAITYTE, 2018; LOPES et al., 2020; MA et al., 2021).

Desta forma, existe a preocupacdo de que muitos produtos probidticos
comerciais ndo exercam adequadamente seus efeitos, além do que mesmo que
atinjam o colon podem nao serem capazes de se estabelecer como parte da
microbiota intestinal (YAO et al., 2020).

Sendo assim, a formulacao de probidticos pode ser desafiadora, uma vez que
a viabilidade do produto deve ser mantida durante o desenvolvimento bem como apos
0 consumo. Por esse motivo, a elaboragéo de produtos probioticos mais resistentes
esta recebendo grande interesse nos ultimos anos, assim como 0s processos de
formulacdo que ndo séo prejudiciais ao organismo (DODOO et al., 2017; YOHA et al.,
2022).

Dentre os métodos existentes que visam a maior resisténcia destes produtos,
a microencapsulagao foi proposta como um meio eficaz de proteger os probidticos da
degradagao. Um sistema de microencapsulacao eficaz deve manter a estabilidade dos
probidticos durante o armazenamento, protegé-los das condi¢cdes adversas no trato
gastrintestinal superior, libera-los no cdélon e, posteriormente, promover sua
capacidade de desenvolvimento nas superficies da mucosa (YAO et al., 2020; SHORI,
2017).

Existem diversos métodos para a microencapsulacdo de probidticos, como
emulsificacao, separagao de fases, liofilizagao, extrusdo e atomizagao entre outros. A
atomizacgao, secagem por pulverizagdo ou spray drying, se destaca por apresentar
baixo custo operacional, alto rendimento no processo e industrialmente é o de maior
aplicabilidade (NUNES et al., 2018).

Além disso, a escolha do agente encapsulante € uma etapa importante para a
microencapsulagao, pois o material utilizado tem impacto direto na eficiéncia da
microencapsulacao, na estabilidade e na adequacao da microcapsula. Considerando
o fato de que as caracteristicas fisico-quimicas dos agentes encapsulantes se
diferenciam, opta-se, na maioria das vezes, pela utilizacdo de uma combinacado de
materiais, a fim de se obter melhores resultados de eficiéncia e rendimento na
microencapsulacao. Nesse aspecto, os agentes encapsulantes mais relevantes sao
materiais como polissacarideos e proteinas (PEREIRA et al., 2018; AKBARBAGLU et
al., 2021).
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Dentre os polissacarideos e proteinas utilizados na encapsulagao por spray
drying, destacam-se a pectina e o concentrado proteico de soro de leite. A pectina tem
sido cada vez mais utilizada como substituta de biomateriais caros para a
encapsulacdo de probidticos devido a sua abundancia, preco acessivel, carater
anidnico e nao toxico, biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades
bioadesivas, antimicrobianas e antivirais. Ademais, a pectina possui propriedades de
gelificagdo, espessamento e retengcéo de agua, além de poder formar emulsées em
baixas concentracdes, favorecendo a sua utilizacdo em técnicas de spray drying (KOH
et al., 2022).

De modo semelhante, as proteinas do soro de leite possuem vantagens
funcionais e tecnolégicas que as tornam bons agentes encapsulantes, como a
habilidade de formar géis, além de estabilidade térmica, propriedades de hidratacao e
de emulsificagdo. Ainda, a B-lactoglobulina, a principal proteina do soro de leite, é rica
em estrutura rigida de B folha e duas pontes dissulfeto, que conferem ao soro
resisténcia e estabilidade contra a digestdo da pepsina, favorecendo a utilizagdo da
proteina do soro de leite como agente encapsulante para a liberagao controlada de
probioticos (MENEZES et al., 2019; KOH et al., 2022).

Ambos os materiais, além das propriedades como agentes encapsulantes,
também agregam valor nutricional ao produto, oferecendo diversos beneficios a saude
(MORALES-MEDINA et al., 2022; HENRIQUES et al., 2020). Ademais, as proteinas
do soro de leite sdo um subproduto da industria de queijos que podem ser
responsaveis pela contaminagao do ambiente (VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017).
Dessa forma, existem diversas vantagens da utilizacdo desse materiais na industria
de alimentos e de produtos lacteos.

Diante do exposto, o objetivo dessa pesquisa foi verificar se através da
microencapsulagcdo de L. acidophilus com pectina de alto teor de metoxilacéo e
pectina de baixo teor de metoxilagdo e concentrado proteico de soro de leite por meio
da técnica de spray drying, seria possivel manter a viabilidade deste probidtico e
determinar, dentre as concentragbes dos agentes encapsulantes analisadas, qual
contribuiria para obter os melhores resultados quanto a eficiéncia de encapsulagao e
a viabilidade durante o armazenamento e simulacao do trato digestério. Justifica-se a
importancia e o interesse na realizagdo desse estudo diante da fragilidade dos
microrganismos probidticos em face a diferentes fatores ambientais externos, bem

como a fatores intrinsecos ao organismo humano. Portanto, ha necessidade de
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garantir sua sobrevivéncia e de preservar sua capacidade funcional, de modo que a

sua administracdo possa surtir efeitos benéficos a saude humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto da metodologia de microencapsulagao por spray drying sobre

a viabilidade de L. acidophilus, utilizando concentrado proteico de soro de leite e

pectina (de alto teor de metoxilagcdo — ATM e baixo teor de metoxilagdo — BTM) como

agentes encapsulantes.

2.2 Objetivos especificos

Microencapsular L. acidophilus através de spray drying, empregando
pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede, usando
parametros definidos pela literatura: temperatura 110 °C, vazao 0,40 L/min,
fluxo alimentacao 0,45 L/min, diametro de saida de ar no sistema (1mm).
Determinar a eficiéncia da encapsulagao;

Caracterizar as microcapsulas sob o ponto de vista quimico e fisico-quimico
quanto a umidade, atividade de agua, higroscopicidade, solubilidade,
morfologia e tamanho;

Avaliar a vida util do microrganismo L. acidophilus microencapsulado em
temperaturas ambiente (25 °C) e de refrigeracao (4 °C) imediatamente apos
a obtencgéao deste (0 dia) e apos 15, 30, 45, 60 e 90 dias de armazenamento;
Analisar os grupos funcionais presentes na estrutura quimica dos agentes
encapsulantes das microcapsulas e a interagcdo entre estes por
Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR);

Avaliar a digestibilidade in vitro do L. acidophilus livre e microencapsulado.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Probidticos

Estima-se que, pelo menos, 500 espécies microbianas diferentes, variando de
10" a 10" UFC g, estejam distribuidas no colon humano, embora em uma base
quantitativa apenas 10 a 20 géneros provavelmente predominem. Todos esses
microrganismos sao aerdébios ou anaerobios facultativos, como Bacteroides,
Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Enterobacteriaceae,
estreptococos, clostridios, coliformes e lactobacilos (CHAIKHAM et al., 2012). Dentre
estes, destacam-se Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Saccharomyces
boulardii e Escherichia coli (YU et al., 2020; PLAZA-DIAS et al., 2019).

Dentre os microrganismos benéficos presentes na microbiota, destacam-se os
probioticos. Este termo, que significa “para a vida”, foi mencionado pela primeira vez
no inicio dos anos 1950 pelo cientista alemao Werner Kollath para definir a importancia
das substancias ativas que eram essenciais para o desenvolvimento de uma vida
saudavel (SANTACROCE; CHARITOS; BOTTALICO, 2019).

A definigdo proposta pela Food and Agriculture Organization (FAO) e pela
World Health Organization (WHO) descreve probidticos como grupo de
microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficio a saude do hospedeiro (HILL et al., 2014). Ademais, a manutengao
da frequéncia de consumo dos probidticos também é um fator importante para a
obtengdo dos efeitos desejados, uma vez que a administragdo oral de 10° a 10’
unidades formadoras de colénias (UFC) de bactérias probidticas por grama (g) é
necessaria para resultar nos efeitos benéficos a saude (BEHBOUDI-JOBBEHDAR et
al., 2013; ATRAKI; AZIZKHAN, 2021).

Os probidticos sao tipicamente espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium,
que geralmente sdo fornecidos como culturas liofilizadas ou sado atomizados e
adicionados diretamente aos alimentos (AGUDELO-CHAPARRO et al., 2021; BARRO
et al., 2021; FRAKOLAKI et al., 2021).

Os probidticos sao importantes no contexto da alimentacado funcional, pois a
atividade metabdlica da microbiota intestinal produz uma grande variedade de
metabdlitos essenciais, como vitaminas enddgenas, acidos graxos de cadeia curta e

neurotransmissores, como serotonina e acido gama-aminobutirico (GABA)
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(HEMARAJATA; VERSALOVIC, 2013; GUIDA et al., 2020). Sao essenciais na saude
do trato digestério, mantendo a microbiota intestinal normal. Produzem citocinas e
quimiocinas, previnem a inflamagdo do intestino, fornecem protecdo as células
epiteliais e regulam os anticorpos, inibem a adesdo de bactérias patogénicas a
mucosa intestinal, aumentam a imunidade, modulando o sistema imunoldgico e
modulam a fung¢ao cerebral (MAHMOUD et al., 2020; AGUDELO-CHAPARRO et al.,
2021; BARRO et al., 2021).

Como consequéncia da ag¢ao dos probidticos, pode ocorrer reducao da
intolerancia a lactose, reducéo do nivel de colesterol plasmatico e da pressao arterial,
atividade anticarcinogénica e aumento do valor nutricional dos alimentos (CHAIKHAM
et al., 2012). Sao eficazes em aumentar a biodisponibilidade de zinco, calcio, cobre,
ferro, manganés, fésforo entre outros elementos (DAFE et al., 2017). Também inibem
a atividade do Helicobacter pylori e podem ser usados no tratamento de alergias
alimentares e na prevencéao de diarreia aguda (DAFE et al., 2017; MAHMOUD et al.,
2020; AGUDELO-CHAPARRO et al., 2021; FRAKOLAKI et al., 2021).

Porém, sua viabilidade e sobrevivéncia dependem de fatores relacionados ao
estresse ambiental, como temperatura, ambiente acido do sistema digestivo e bile,
aumento da concentragao de certos ions ou deplegao de nutrientes e oxigénio que,
por sua vez, dependem de diversos outros fatores. Esses incluem a cepa utilizada,
interacao entre as espécies presentes e sensibilidade a metabdlitos produzidos por
outras bactérias concorrentes, condi¢gdes de cultivo, produgdo de H202 devido ao
metabolismo bacteriano, acidez final do produto, concentracdo de acidos latico e
aceético, disponibilidade de nutrientes, promotores e inibidores de crescimento,
concentracdo de acgucar (efeito de pressdo osmotica), oxigénio dissolvido e
permeacao de oxigénio através da embalagem, nivel de inoculagéo, temperatura de
incubagdo, tempo de fermentagcdo e temperatura de armazenamento
(KRASAEKOOPT; WATCHARAPOKA, 2014; TERPOU et al., 2019).

Como € sugerido que aproximadamente 106 a 10" UFC g' por dia de
probioticos devam ser consumidos, varias abordagens cientificas sao realizadas para
melhorar e sustentar a viabilidade celular microbiana, como sele¢cao de cepas,
tecnologias de imobilizagcdo, desenvolvimento de simbidticos etc. Entre eles, a
imobilizacdo celular em varios carreadores, incluindo sistemas de matriz de
carreadores compostos, recentemente atraiu interesse visando proteger os

probioticos de diferentes tipos de reacgdes (por exemplo, pH e tratamentos térmicos).
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Da mesma forma, para entregar com sucesso os probiéticos no intestino grosso, as
células devem sobreviver ao processamento e armazenamento de alimentos e resistir
as condi¢cdes adversas encontradas no trato digestorio superior. Assim, a selegéo
adequada de probidticos e sua entrega efetiva continua sendo um desafio tecnoldgico
com foco especial em sustentar a viabilidade da cultura probiética no produto
formulado (TERPOU et al., 2019).

E fato que alimentos funcionais probidticos estdo com alta demanda no
mercado. Em geral, iogurtes e produtos lacteos fermentados s&o utilizados como
veiculos para esse tipo de microrganismo bioativo. Contudo, tem havido um interesse
crescente na incorporagdo de cepas probioticas em outros tipos de matrizes nao
lacteas, especialmente para consumidores que sofrem de intolerancia a lactose, sao
alérgicos a caseina, consumidores veganos ou para aqueles cujos problemas estao
associados a produtos lacteos. Diante disso, varios estudos recentes tém relatado a
aplicagao de probidticos microencapsulados para incorporagao de cepas probioticas
em queijos e em produtos ndo lacteos, como suco de frutas, maionese, manteiga,
carne e produtos de panificagdo. Assim, a associacdo de probiéticos em novas
matrizes vem se tornando uma opg¢ao cada vez mais atrativa para a industria
alimenticia (AGUDELO-CHAPARRO et al., 2021; ALBUQUERQUE et al., 2021).

Outra forma de administragdo de probidticos € por meio de capsulas,
comprimidos ou como sachés em po, disponiveis comercialmente em farmacias.
Nesse formato, os probidticos também sio bastante procurados em busca dos
variados beneficios ja citados (JAGER et al., 2019).

3.1.1 Lactobacillus sp.

Lactobacillus fazem parte do grupo das bactérias acido-lacticas, que sao
geralmente descritas como microrganismos Gram-positivos, desprovidos de
citocromos e preferindo condi¢gdes anaerdbicas, apesar de serem aerotolerantes,
exigentes, tolerantes a acidos e estritamente fermentativos, produzindo acido latico a
partir do processo de fermentagao da lactose como principal produto (FREIRE et al.,
2021).

Na industria de alimentos, sao capazes de fazer a conversao de carboidratos
do meio fermentativo em acido lactico, tendo como principal fungdo nos alimentos a

acidificacdo destes produtos até um pH préximo a 4,0, o que impede o
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desenvolvimento de bactérias indesejaveis pela produgédo de acidos organicos. Seu
efeito antimicrobiano ajuda na manutengdo da qualidade do produto processado,
suprimindo o crescimento tanto de microrganismos deteriorantes, quanto de bactérias
potencialmente patogénicas (FRAKOLAKI et al., 2021; FREIRE et al., 2021).

Algumas cepas de Lactobacillus sao consideradas probioticas, dentre estas os
Lactobacillus acidophilus, apresentam maior resisténcia ao baixo pH e melhor
adaptabilidade ao leite e outros substratos alimentares. No entanto, suas propriedades
e os beneficios obtidos ndo dependem apenas do género, mas também da cepa, pois
cada cepa € unica e, portanto, suas caracteristicas devem ser conhecidas
(FRAKOLAKI et al., 2021).

Lactobacillus acidophilus € uma das espécies microbianas probidticas mais
significativas comercialmente, com varias cepas comumente usadas como culturas
probidticas em todo o mundo nas industrias de laticinios e suplementos alimentares,
devido ao seu longo histérico de seguranca e efeitos de promocdo da saude
propostos, juntamente com sua capacidade de produgéo industrial. Sua sobrevivéncia
no ambiente intestinal depende de seus mecanismos adaptativos a condicbes
extremas, incluindo alteracdo de pH, presenca de acidos biliares, compostos
antimicrobianos e enzimas hidroliticas e sua capacidade de utilizar um amplo
repertério de carboidratos e outras fontes de nutrientes no intestino (GOH;
BARRANGOU; KLAENHAMMER, 2021).

Um dos potenciais modos de acao dos Lactobacillus acidophilus é alterar a
composic¢ao bacteriana intestinal, aumentando o numero de lactobacilos durante o
consumo e diminuindo o nimero de microrganismos patogénicos. Mas, para funcionar
adequadamente, essas bactérias devem ser capazes de suportar os ambientes
adversos encontrados no estdbmago e no intestino delgado do hospedeiro para atingir
o intestino grosso e exercer seus efeitos benéficos (CHAIKHAM et al., 2012). Por isso,
técnicas como microencapsulacao e enriquecimento com substancias prebidticas sdo
propostas para sua protecdo (FRAKOLAKI et al., 2021).

Afinal, estabelecer uma barreira fisica entre os probidticos e o ambiente
externo, como no caso do encapsulamento, € uma abordagem eficaz para aumentar
sua viabilidade durante o processamento, armazenamento e resisténcia dentro do
alimento e do corpo. Nos ultimos anos, o encapsulamento tem se tornado atrativo para
a industria de alimentos como uma ferramenta eficaz para a liberagao controlada de

substancias encapsuladas, como os probiodticos, para protecdo contra os fatores
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ambientais, limitando a reatividade com estimulantes quimicos, fisicos e mecanicos
(LEYLAK et al., 2021).

3.2 Microencapsulagao

A microencapsulagdo € um meétodo promissor para proteger as células
probioticas contra as condigdes adversas que elas podem enfrentar (BARRO et al.,
2021). A técnica consiste em um processo no qual as células probidticas sao
incorporadas a uma matriz ou membrana encapsulante, que promove sua prote¢ao
contra a degradacéao por fatores ambientais (YAO et al., 2020; SHORI, 2017). Pode
ser definida como um processo fisico, quimico ou mecanico para aprisionar uma
substancia (agente ativo) em um material adequado (agente encapsulante) para
produzir particulas com uma membrana semipermeavel fina, mas forte, com didmetros
de alguns nanémetros a alguns milimetros (FRAKOLAKI et al., 2021).

No processo de microencapsulagao, pequenas particulas, ou seja, a substancia
encapsulada, recebem a denominacao de nucleo ou principio ativo, podendo estar na
forma sdlida ou liquida. Estas sdo rodeadas por um agente encapsulante (adequado
para aplicagdes em alimentos) chamado de revestimento, membrana, involucro,
capsula, material transportador, fase externa ou matriz. Formam, assim, pequenas
capsulas, cuja estrutura é relativamente simples, consistindo em uma pequena esfera
com uma parede uniforme em torno dela. Visa aumentar a efetividade de muitos
compostos, por promover uma barreira fisica entre o componente do nucleo e os
outros componentes do produto, contendo danos ou perdas celulares e controlando
sua liberagéo no intestino, ao mesmo tempo (PEREIRA et al., 2018; FRAKOLAKI et
al., 2021), além de aumentar a estabilidade e viabilidade das células probidticas em
diferentes condicbes de calor/umidade durante o processamento e tempo de
armazenamento (DAFE et al., 2017).

Observa-se que a tecnologia de encapsulamento de células probidticas atende
a um requisito importante: elas devem permanecer viaveis, ativas € em numero
consideravel. Diante disso, constata-se que a encapsulagao de culturas probidticas
traz muitos beneficios, tais como: os probidticos em carreadores sao protegidos de
fatores externos e tém maior capacidade de sobreviver ao tempo e condicdo de

armazenamento e também a condicdes como pH baixo, presenca de enzimas
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digestivas e sais biliares no trato gastrointestinal humano (KRUNIC; OBRADOVIC;
RAKIN, 2019).

A encapsulagao dos probidticos deve ser realizada em condi¢gdes amenas sob
pH moderado e baixos niveis de oxigénio. A agitagdo deve ser controlada, enquanto
o tamanho das particulas deve ser ajustado para proteger as bactérias e,
simultaneamente, evitar efeitos negativos nas caracteristicas sensoriais dos produtos
(FRAKOLAKI et al., 2021).

Devido a isso, ha alguns problemas a serem avaliados nesse processo.
Durante a microencapsulagdo, um obstaculo principal € o diametro das células
bacterianas (1 - 5 ym) ou as particulas de uma cultura liofilizada (mais de 100 pm),
que pode inviabilizar a aplicagdo da microencapsulagao e limitar o carregamento para
pequenas particulas e, assim, a manutengao da viabilidade das células (FRAKOLAKI
et al., 2021). O tamanho da particula € um fator importante, uma vez que granulos
grandes podem produzir textura arenosa no produto, enquanto particulas pequenas
demais nao oferecem protecdo suficiente para as bactérias. Portanto, os probiéticos
devem ser aprisionados em uma faixa limitada de tamanhos de particulas para
minimizar os problemas associados a sobrevivéncia celular e textura dos alimentos
(MOGHANJOUGI et al., 2021).

Outros parametros sdo as propriedades fisico-quimicas das células, as
condi¢cbes durante o processo de microencapsulagdo, o tamanho e a densidade de
particulas necessarios para incorporacdo adequada em alimentos e as condi¢des de
armazenamento dos encapsulados antes de sua inclusdo na matriz alimenticia. Além
disso, as condi¢des durante o processamento dos alimentos e armazenamento dos
produtos antes do consumo, o mecanismo de liberacdo e as limitagbes de custo
também devem ser levados em consideragdo (FRAKOLAKI et al., 2021).

Além disso, os produtos encapsulados devem ser armazenados em
temperaturas baixas (entre 4 °C e temperatura ambiente 25 °C) para garantir a
sobrevivéncia das bactérias (FRAKOLAKI et al., 2021).

Entre suas vantagens estdo: estabilizar o material encapsulado; controlar
reagoes oxidativas; liberar o material ativo de forma controlada; mascarar sabores,
cores ou odores indesejaveis; reduzir a toxicidade do material ativo; prolongar a vida
util; e proteger compostos de valor nutricional, como € o caso dos probidticos
(PEREIRA et al., 2018).
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Portanto, a microencapsulagdo promove a liberagao controlada e otimiza o
fornecimento dos probiéticos no local de agéo, potenciando a eficacia da respectiva
cepa probidtica. Esse processo também impede esses microrganismos de se
multiplicarem nos alimentos, o que poderia alterar suas caracteristicas sensoriais.
Além disso, a matriz alimentar de encapsulacao deve oferecer protecdo durante seu
processamento térmico, além de também atuar como protetora durante o
armazenamento e no estdbmago, até que o probiotico seja entregue no trato
gastrointestinal (SILVA et al., 2015b).

Cabe ressaltar que o mecanismo de liberagdo dos probidticos no sistema
intestinal ira depender da tecnologia e dos materiais de parede utilizados e de fatores
como: alteracdes de pH, agentes quelantes, agdo enzimatica, tempo e forga osmotica
(GEBARA et al., 2013; FRAKOLAKI et al., 2021).

Existem diferentes métodos que podem ser utilizados para a producado de
microcapsulas que, em geral, podem ser divididos em trés grupos, segundo Vaniski,
Corti e Drunkler (2017):

1) Fisico-quimicos: coacervagao simples ou complexa (separacdo de fase
aquosa), evaporagao emulsao solvente (separagdo por fase organica),
emulsao solidificagao, envolvimento lipossémico;

2) Meétodos fisicos: spray drying, spray coating, spray chilling, gelificagao ibnica,
leito fluidizado, extrusdo, centrifugacdo com multiplos orificios, co-
cristalizacao, liofilizagao;

3) Métodos quimicos: polimerizagao interfacial, inclusdo molecular.

A escolha do método ird depender do tamanho desejado da microcapsula e da
aplicagado que sera dada a mesma, bem como do mecanismo de liberacdo e das
propriedades fisico-quimicas, tanto do material ativo, quanto do agente encapsulante
(VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017).

3.2.1 Spray drying

O spray drying € o método de microencapsulagdo com maior potencial,
principalmente para modificar as condigdes durante a secagem por pulverizagao, para
controlar o tamanho e a forma da particula. Possui baixo custo, potencial de larga

escala, alta estabilidade probittica e baixa quantidade de degradacéo celular durante
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a secagem, se O processo e os parametros de formulagdo forem otimizados
corretamente (BARRO et al., 2021).

A aplicagdo da técnica de spray drying para a microencapsulagdo possui
quatro etapas (Figura 1): (1) preparo; (2) homogeneizagao da solugao; (3) asperséo
da solucédo; (4) desidratacdo da solugdo atomizada (secagem) (CARMO;
FERNANDES; BORGES, 2015).

Figura 1 - Esquema do processo de secagem por spray drying
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Fonte: Carmo; Fernandes; Borges (2015).

No preparo da suspensao € feita a selecdo do agente encapsulante e, em
seguida, o mesmo € hidratado em agua. Na sequéncia, € adicionado o ingrediente a
ser encapsulado (ou nucleo) ao agente encapsulante hidratado, o qual sera bombeado
para a camara de secagem do spray drying, para passar pelo processo de atomizagao
e secagem. A atomizagcao de um liquido consiste na formacgao de inUmeras goticulas
do mesmo, com o intuito de otimizar a transferéncia de calor e massa entre o liquido
€ 0 ar aquecido, através do aumento da superficie de contato entre os dois
componentes. Para realizagdo dessa etapa, pode-se utilizar pressao ou energia
centrifuga, através de atomizadores de pressao, bico duplo fluido, sénico, pneumatico
ou de disco giratorio, sendo os dois ultimos os mais comumente aplicados (CARMO;
FERNANDES; BORGES, 2015).
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E o processo pelo qual o produto é transformado do estado fluido para o
estado solido (em forma de po), dentro de uma camara, onde é feita a dispersao de
goticulas do material que, por sua vez, entram em contato com um gas aquecido,
geralmente o ar, que as desidrata (CARMO; FERNANDES; BORGES, 2015).

Trata-se de uma boa alternativa para produgcado em larga escala de culturas
microbianas em pdé com baixo teor de umidade, fornece maior estabilidade de
armazenamento que culturas congeladas ou frescas, boa viabilidade e funcionalidade
quando submetidas a testes simulados em condigdes gastrointestinais e a
possibilidade de armazenamento a temperatura ambiente (MACIEL et al., 2014).

Durante o processo de spray drying, as células probioticas s&o submetidas ao
calor e desidratacao, o que pode danificar a membrana celular ou, em casos extremos,
inativar completamente a cultura do probidtico. Por sua vez, esse risco pode ser
controlado ajustando-se os parametros do processo de secagem, como temperatura
de saida, taxa de alimentacao, temperatura de entrada, tempo de secagem e meio de
secagem (BARRO et al., 2021).

Como os probiodticos sao sensiveis ao calor, o processo de spray drying (a
secagem por pulverizagdo) é otimizado para ser suave o suficiente para evitar
danifica-los, ao mesmo tempo que é suficientemente eficiente para produzir um po
com teor de umidade abaixo de 4% e atividade de agua inferior a 0,3, o que é
necessario para a estabilidade de armazenamento (VESTERLUND; SALMINEN;
SALMINEN, 2012).

Mas, ainda que haja ampla demanda por probidticos de baixo custo, o uso da
técnica de spray drying como producao padrao é desafiador, devido ao risco de
impacto negativo na integridade celular dos probiéticos durante a secagem (se nao for
otimizado corretamente) e a redugédo resultante na estabilidade das bactérias
encapsuladas durante o envelhecimento do produto. O dano celular que pode ser
induzido pelo calor esta principalmente associado a mudangas no estado fisico das
membranas como, por exemplo: transi¢ao de fase cristalina para gel, modificagado da
fluidez do citoplasma, peroxidagcdo da bicamada da membrana lipidica, modificacdo
estrutural de construgbes macromoleculares (desdobramento de proteinas ou acidos
nucleicos) e alteragdo de outros processos biolégicos nas células (BEHBOUDI-
JOBBEHDAR et al., 2013).

Diante disso, é de fundamental importancia a escolha adequada do material

de parede do transportador (agente encapsulante), para a sobrevivéncia do probidtico
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através da técnica de spray drying. Afinal, a concentracao de sélidos totais da aliquota
do transportador, bem como a presenca de ingredientes que podem induzir uma
diminuicdo significativa da temperatura de fusdo das microparticulas, afetam
criticamente a integridade estrutural das membranas citoplasmaticas e controlam a
pressao osmotica que leva a ruptura das membranas. Por essa razao, materiais que
garantem boa capacidade de encapsulamento e conferem caracteristicas funcionais
de po aceitaveis (como porosidade, capacidade de fluxo livre, antiaglomerante e boas
propriedades de umectacéo e dispersao) sdo frequentemente escolhidos como agente
encapsulante de suporte, além de outros ingredientes que exibem propriedades
térmicas com caracteristicas protetoras, como dissacarideos (lactose, sacarose ou
trealose), dextrose ou poliois (manitol, sorbitol), ou agem como estimulantes de
crescimento probioticos (fruto e galacto-oligossacarideos) (BEHBOUDI-JOBBEHDAR
etal., 2013).

3.3 Agentes encapsulantes

Conseguir fornecer e manter a quantidade minima necessaria de células
probidticas viaveis para conferir quaisquer efeitos positivos a saude é um grande
desafio, considerando sua sensibilidade ao processamento, armazenamento e envio
(BARRO et al., 2021). Isso porque, para apresentar a funcionalidade probidtica ideal,
essas bactérias devem sobreviver através do trato gastrointestinal em altas
populagdes, atingindo 10% a 107 UFC g-' no ponto de entrega, até o final da vida util
do produto (FRAKOLAKI et al., 2021).

Nao bastasse isso, a incorporagdo de microrganismos probidticos vivos em
produtos alimenticios também apresenta dificuldades, principalmente devido a
suscetibilidade do probiético a varios fatores, como temperatura, oxigénio, atividade
de agua e pressao osmética, valor de pH, etc. (BARRO et al., 2021). Se as condi¢des
de armazenamento nido forem ideais, podem ocorrer mudancas de estado fisico,
desencadeando reagdes bioquimicas e enzimaticas que afetam negativamente a
sobrevivéncia bacteriana (BEHBOUDI-JOBBEHDAR et al., 2013).

Para mitigar esses problemas, técnicas e materiais de parede para
encapsulamento tém sido amplamente aplicados para aumentar a viabilidade de
bactérias probidticas em produtos alimenticios e sua sobrevivéncia no trato digestério
durante a ingestdo (CHAIKHAM et al., 2012).
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O material usado para a microencapsulacdo de probidticos deve ser
biocompativel, permeavel a nutrientes e metabdlitos, para fornecer condi¢des ideais
para a funcionalidade das células aprisionadas, e biodegradavel para garantir a
liberacdo das células aprisionadas no coélon hospedeiro. Varios agentes
encapsulantes tém sido investigados para o processo de microencapsulagcao de
probidticos, incluindo polissacarideos originados de algas marinhas (K-carragena,
alginato), de plantas (pectina, amido e seus derivados, goma arabica), de bactérias
(gelana, xantana) e de proteinas animais (concentrado proteico de soro de leite,
gelatina) (MAHMOUD et al., 2020).

3.3.1 Pectina ATM e BTM

Polimeros de carboidratos, incluindo quitosana, alginato, k-carragena, amido,
gelatina e pectina, tém sido vastamente utilizados como matrizes de encapsulamento
promissoras para formulagdes probidticas. Dentre estes, a pectina € um importante
heteropolissacarideo encontrado nas paredes celulares primarias de plantas
terrestres. E resistente as enzimas gastricas ou intestinais, como protease e amilase,
que sao ativas no trato gastrointestinal superior (DAFE et al., 2017).

A pectina € um polissacarideo aniénico constituido, predominantemente, de
polimeros lineares de acido a-(1-4)-D-galacturénico com agucares neutros como L-
raminose inseridos ou anexados as cadeias principais (VANISKI; CORTI;
DRUNKLER, 2017). Os principais componentes polissacarideos da pectina sao
homogalacturonanA (HG), ramnogalacturonanA (RG-I) e ramnogalacturonanA Il (RG-
II), sendo o HG o polissacarideo mais abundante na pectina (representando ~ 65%) e
contém cerca de 100 residuos de &cido galacturbnico que é metilado na parte
carboxila. Os monossacarideos nas cadeias laterais também podem ser parcialmente
metilados. Possui uma ampla gama de fontes, como citricos, maca, beterraba,
abdbora e maracuja (DU et al., 2022).

E importante explicar que HG e RG-II contribuem para o grau de esterificagéo
metilica (DM) da pectina, que depende da fonte de pectina e das condigdes de
extracdo. De acordo com o DM, a pectina é dividida em baixa metoxilagdo (DM <50%
- ou baixo teor de metoxilas - BTM) e alta metoxilagédo (DM = 50% - ou alto teor de
metoxilas - ATM). Assim, pectinas de diferentes fontes ou com diferentes DM podem

ter propriedades funcionais diversas. Por exemplo, as propriedades de gelificagdo da
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pectina sao refletidas pela reticulagdo das cadeias de polissacarideos de acido
galacturénico em uma rede. A pectina ATM estabiliza a area de conexao através da
interag&o hidrofobica do grupo éster metilico e da ligagéo de hidrogénio entre o grupo
carboxila e o grupo hidroxila, enquanto a gelificagdo da BTM é geralmente formada
pela conexao de grupos carboxila ionizados com cations bivalentes (DU et al., 2022).

Devido as caracteristicas eletrostaticas e de formacao de géis, a pectina se
apresenta como um bom agente encapsulante (VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017).
Pode ser utilizada na microencapsulacdo de compostos bioativos ou como auxiliar de
secagem, em conjunto com outras substancias carreadoras, para secagem de
produtos (AKBARBAGLU et al., 2021).

Além disso, a pectina pode ser facilmente digerida por pectinases geradas pela
microbiota coldnica. Esta vantagem significativa a torna um veiculo promissor para
fins de entrega de probidticos. Além de ser um ingrediente funcional de alto valor em
alimentos, a pectina tem ganhado ateng¢ao fundamental para encapsulamento de
probiéticos em produtos alimenticios por possuir caracteristicas como baixo custo, nao
toxicidade e biocompatibilidade (DAFE et al., 2017).

Estudos tém demonstrado que a pectina e o concentrado proteico de soro de
leite formam complexos com estruturas e fungdes especificas por meio de interagdes
nao covalentes e covalentes, e esses complexos também mostraram potencial de
aplicagdo no campo da alimentagc&o, medicina e biologia. Enquanto, por um lado, o
concentrado proteico € rico nutricionalmente e possui excelentes fungdes nesse
sentido, por outro € sensivel as mudangas nas condi¢gdes ambientais. Ja a pectina é
um polissacarideo aniénico com uma ampla gama de fontes, com uma estrutura
relativamente estavel. O complexo formado por ambos apresenta propriedades
funcionais ricas, como propriedades emulsificantes, gelificantes, estabilidade ao calor,
solubilidade e atividade biolégica, o que melhora seu potencial e eficacia sendo
utilizado como materiais de parede na aplicagado em microencapsulagéo (DU et al.,
2022).

Do mesmo modo, a combinagao entre pectina e concentrado proteico de soro
de leite também tem se mostrado eficiente para a utilizacdo como materiais de parede,
conforme observado no estudo de Yasmin et al. (2019), no qual a encapsulagéo de
probidticos com pectina e CPS por gelificagédo ibnica propiciou maior resisténcia dos
microrganismos aos fluidos gastrico e intestinal in vitro bem como maior preservagao

dos probidticos durante estocagem refrigerada em comparagao as células livres.
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3.3.2 Concentrado Proteico de Soro de Leite

As proteinas lacteas oferecem propriedades funcionais adequadas para serem
utilizadas como agentes encapsulantes na microencapsulagdo. Entre essas
propriedades estdo: sabor suave, alta solubilidade, baixa viscosidade em solugao e
boa emulsificacdo e propriedades de formagdo de pelicula (VANISKI; CORTI;
DRUNKLER, 2017). Possuem atividade anfifilica, biolégica e emulsificante,
formabilidade de fiime e alta cobertura. Sdo amplamente utilizadas no
encapsulamento de varios compostos bioativos, como os probiéticos (AKBARBAGLU
et al., 2021). Por suas boas caracteristicas, apresentam excelentes propriedades de
encapsulacdo e podem ser aplicadas para materiais encapsulados volateis e nao-
volateis (VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017).

O uso de proteinas do soro do leite como agentes protetores de probidticos tem
ganhado cada vez mais interesse, pois essas proteinas sdo veiculos naturais que
melhoram a viabilidade dos probidticos e podem ser utilizadas para promover protecao
para microrganismos probioticos durante o transito gastrointestinal e como sistemas
de liberacado no trato intestinal, devido as suas caracteristicas estruturais e fisico-
quimicas (GEBARA et al., 2013; AGUDELO-CHAPARRO et al., 2021).

O concentrado proteico de soro de leite € uma mistura de proteinas globulares
isoladas do soro de leite como subproduto na producdo de queijo (KRUNIC;
OBRADOVIC; RAKIN, 2019). Suas principais proteinas sdo a B-lactoglobulina (B-LG)
e a a-lactalbumina (a-LA).

A proteina de soro de leite tem sitios de ligagao que podem se ligar ao ion
calcio. A capacidade das proteinas do soro de formar géis e microcapsulas sem o uso
de tratamento térmico severo e quaisquer produtos quimicos as torna um material
atraente para aplicagbes de entrega controlada na industria de alimentos, bem como
um transportador eficaz para a protecdo de organismos probiodticos usados em
alimentos funcionais (KRUNIC; OBRADOVIC; RAKIN, 2019). No entanto, a
associagdo (adigdo) com polissacarideos (através de interagdo nao
covalente/covalente) € um meio eficaz de melhorar suas propriedades hidrofilicas na
temperatura de desnaturagao (DU et al., 2022).

Estudos, como o de Kruni¢, Obradovi¢ e Rakin (2019) e de Xie et al. (2022), ja

comprovaram a eficacia do concentrado proteico de soro de leite como agente



29

encapsulante para probidticos, sendo util como transportador e fornecendo protegao

satisfatdria, com bons resultados de taxa de sobrevivéncia e viabilidade celular.
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4 MATERIAL E METODOS

A cultura probidtica L. acidophilus LA3 foi obtida de empresa especializada no
ramo. O concentrado proteico de soro de leite com 80% de proteinas (Whey Protein
Concentred — WPC 80%) foi cedido gentilmente pela empresa Sooro Renner Nutricdo
S.A.; a pectina com baixo teor de metoxilagdo - BTM e a pectina de alto teor de
metoxilagdo - ATM foram cedidas pela empresa Cp Kelco (Brasil S.A.). O extrato de
bile suino, a pepsina da mucosa estomacal de suinos (= 400 U/mg proteina), e a
pancreatina de pancreas de suinos, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Os reagentes empregados foram de qualidade analitica e os meios de cultura

foram de padréo microbiologico aceitavel.

4.1 Curva de Crescimento do Lactobacillus acidophilus

Com o objetivo de identificar a fase logaritmica do Lactobacillus acidophilus foi
feita uma curva de crescimento, de acordo com Menezes (2015). A cultura em
proporgdo de 1% m.v™' foi ativada em caldo-MRS antes de iniciar a determinagao da
densidade o¢ptica (DO). Uma aliquota foi retirada apds a inoculagéo, considerada
como tempo zero do ensaio, e determinou-se a absorbancia a 600nm em
espectrofotometro UV-vis (PerkinElmer, Lambda XLS, Beaconsfield, Reino Unido. O
cultivo foi mantido em estufa a 37 °C e o crescimento celular monitorado
periodicamente em intervalos de 2 horas fazendo-se a leitura da absorbancia até 16
horas. Os dados obtidos foram aplicados na obtengao da curva de crescimento com
a finalidade de estipular o tempo necessario para que a cultura atingisse a fase

estacionaria (09 horas).

4.2 Ativacao do Lactobacillus acidophilus

A cultura do L. acidophilus, na proporgao de 1% (m.v"), foi adicionada em caldo
MRS (De Man Rogosa and Sharpe, Merck, Darmstadt, Alemanha) e foram incubados
em estufa incubadora B.O.D (403-3D, Nova Etica, Brasil) a 37 °C + 1 °C por 9 horas.
Apos atingir a fase exponencial, o Lactobacillus acidophilus foi centrifugado a 3000
rom por 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi, entdo, descartado e lavado por duas

vezes com solugao de agua peptonada 0,1%.
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4.3 Preparo da suspensao e microencapsulagao de Lactobacillus acidophilus

empregando a técnica de spray drying

Para a definicdo das concentragdes de CPS e pectina a serem utilizadas foi
realizado um levantamento bibliografico de estudos que utilizaram os
mesmos agentes encapsulantes ou materiais semelhantes para a encapsulacéo de
probioticos ou de outras substéncias por spray drying, considerando-se aspectos
metodologicos como concentragdo dos agentes encapsulantes, agente encapsulado,
temperatura de entrada, fluxo de alimentagdo e vazao de ar (SLAVUTSKY et al.,
2016; ECKERT et al., 2016; NUNES et al., 2018; BORDINI et al., 2019; MOGHBELI
et al., 2019; CANCINO-CASTILHO et al., 2020).

Com base nesses estudos foram realizados testes preliminares com diferentes
concentracbes de CPS e pectina, utilizando proporgdes de pectina ATM ou BTM e
CPS de 1:7, 2:8, 3:9, sob temperatura de entrada de 110 °C. Entretanto, as maiores
concentracdes inicialmente propostas resultaram em solucdes de alta viscosidade,
impossibilitando a passagem pelo atomizador. Ademais, fatores inerentes as
condi¢bes do local de realizacdo do estudo, como as mudangas de clima e de
temperatura ambiente, podem ter influenciado os resultados preliminares obtidos, por
impactarem no processo de spray drying, uma vez que fatores como alteragdes na
umidade relativa do ambiente provocadas pelo clima, levava a aglomeragao das
particulas secas afetando negativamente a formagao das microcapsulas.

Diante disso, foram feitos testes e adaptagcdes até a obtencdo das
concentragdes finais utilizadas no presente estudo.

O microrganismo foi suspenso nas solugdes de pectina (ATM ou BTM) e
concentrado proteico de soro de leite, preparados conforme metodologia proposta por
Cancino-Castillo et al. (2020), com modificagdes (Tabela 1), onde os diferentes tipos
de pectina (ATM e BTM) e o concentrado proteico de soro foram dissolvidos em agua
destilada esterilizada, seguida de agitagdo magnética a 37 °C £ 1 °C (752A, Fisatom,

Sao Paulo, Brasil) por 30 minutos, até completa dissolugao e hidratagéo.
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Tabela 1 — Concentragdes das substincias componentes das microcapsulas de L. acidophilus
Tratamentos Descrigao

T Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina ATM 1% m/m +
concentrado proteico do soro de leite (CPS) 7% m/m

T2 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina ATM 0,5% m/m +
concentrado proteico do soro de leite (CPS) 7,5% m/m

T3 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina BTM 1% m/m +
concentrado proteico do soro de leite (CPS) 7% m/m

T4 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina BTM 0,5% m/m +

concentrado proteico do soro de leite (CPS) 7,5% m/m

Fonte: Autoria prépria (2023).

O processo de microencapsulagao foi realizado conforme Nunes et al. (2018),
com modificagdes, utilizando-se o equipamento spray drying, de escala laboratorial
(SDi 1.0, Labmaq do Brasil, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil), onde as suspensdes
acrescidas do probidtico (Tabela 1) foram mantidas sob agitagdo constante a
temperatura ambiente 25 °C e alimentadas para a camara de secagem por meio de
bomba peristaltica, sob condigbes constantes de pressdo do compressor 2-4 kgf cm-
2 temperatura do ar de entrada 110 °C; vaz&o: 0,40 L/min; fluxo de alimentagéo: 0,45
L/h e didmetro de saida do ar no sistema (1 mm) com bico duplo fluido. As
microparticulas foram coletadas na base do ciclone e armazenadas sob refrigeragéo
(4 °C £ 1 °C) e temperatura ambiente (25 °C £ 1 °C).

4.4 Enumeracgao do L. acidophilus e determinagao da eficiéncia da encapsulagao

A enumeragao do L. acidophilus livre e microencapsulado, e a eficiéncia de
encapsulagéo - EE (Equagado 1 — Eq. 1), seguiram as metodologias propostas por
Corti, Bittencourt e Drunkler (2017), com adaptacdes.

Para a enumeragao do probidtico na suspensao, foi realizada diluicdo seriada
em agua peptonada a 0,1%. Enquanto para as microcapsulas, 0,1 g (p6) foram
adicionadas em 9,9 mL agua peptonada a 0,1% e agitados em vértex (LSM 56/4,
Logen, Brasil) até total rompimento das microcapsulas (5 min) e, a seguir, realizada
as diluicbes seriadas. Em ambos os casos, o plaqueamento foi em profundidade
utilizando agar MRS (De Man Rogosa and Sharpe, Merck, Darmstadt, Alemanha). As

placas foram incubadas invertidas em jarras de anaerobiose em estufa incubadora
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B.0.D (403-3D, Nova Etica, Brasil), a 37 + 1 °C por 72 horas. O resultado foi expresso
em log UFC.g™.

% EE=(N/No)x100 (Equacéo 1).

Onde: N é o nimero de células viaveis (log UFC. g') liberadas pelas microcapsulas e
No € o numero de células viaveis (log UFC. g") livres na solugéo de alimentagdo antes

do processo.

4.5 Caracterizagao quimica e fisico-quimica das microcapsulas

A umidade foi determinada por gravimetria a 105 °C até peso constante (AOAC,
2007).

A atividade de agua (aw) foi determinada de acordo com Arslan et al. (2015),
em equipamento determinador de atividade de agua (Aqualab® 4TE, Decagon, Sao
Paulo, Brasil).

A higroscopicidade dos pos foi realizada de acordo com o método proposto por
Pinto (2016). As microcapsulas (cerca de 1 g) foram colocadas num dessecador com
solugao saturada de cloreto de sédio (75,3% RH) a 25 °C. Apés uma semana (7 dias)
as amostras foram pesadas e a sua higroscopicidade foi expressa como g de agua
absorvida por 100 g de sdlidos secos (g/100 g'). A higroscopicidade foi calculada

gravimetricamente através da Equacéo 2.

MF—Mi
Mi

Higroscopicidade (g agua/ 100 g de 100 e produto) = 100 x

(Equagao 2).

Onde: Mi e Mf correspondem a massa da amostra (g) antes e apdés o

acondicionamento em umidade relativa de 75%.

A solubilidade das microcapsulas em agua foi determinada de acordo com o
procedimento estabelecido por Nascimento (2018). Dissolveu-se 0,100 g de
microcapsulas produzidas em 10 mL de agua destilada e agitou-se a solugdo com
agitador magnético (752A, Fisatom, Sdo Paulo, Brasil a temperatura ambiente (25 °C

1 1 °C) por 10 min. A solugéo foi centrifugada a 3500 rpm, durante 10 minutos, a 4 °C.
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Retirou-se uma aliquota do sobrenadante (aproximadamente 2 mL) e colocou-se em
placa de Petri previamente seca em estufa, resfriada em dessecador e pesada. A
placa foi levada para a estufa a 105 £ 3 °C por 5 horas. Apds esse tempo, a placa de
Petri foi retirada da estufa, deixada resfriar em dessecador e pesada novamente. A
Solubilidade (%) foi calculada como sendo a percentagem de sobrenadante seco em

relagdo a quantidade de p¢ inicialmente adicionado.

Solubilidade % = Pf/Pi*100 (Equacao 3).

Onde: Pi e Pf correspondem o peso inicial, e peso final.

4.6 Caracterizagao morfologica das microcapsulas e distribuicado do tamanho

A caracterizagdo morfoldégica das microcapsulas foi realizada empregando
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (SILVA, 2021). As amostras foram
colocadas em uma fita adesiva dupla face de carbono fixada em um suporte (stub) e
metalizada com ouro-paladio por 1min30s até chegar numa espessura de 6-9 nm,
aproximadamente, utilizando-se o sputter SC7620 Quorum Mini Sputter Coater/Glow
Discharge System. O microscépio eletronico de varredura utilizado foi o Zeiss EVO-
MA10, operando em voltagem de 10 kV.

O didmetro médio das microcapsulas foi determinado por espalhamento de luz
dinamico utilizando equipamento Litersizer 500, com angulo em backscatter, usando
agua como solvente, 25 °C e célula de quartzo. Os valores calculados sob a
distribuicdo de tamanhos em intensidade e o didmetro médio foi determinado com
base na intensidade da luz dispersa do material (MALVERN, 2011).

4.7 Sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus livre e microencapsulado

armazenados em temperatura de refrigeragcao e ambiente

A avaliacdo da sobrevivéncia do probidtico microencapsulado e livre foi
realizada logo apos a obtengdo (0 dia) e apos 15, 30, 45, 60 e 90 dias de
armazenamento em incubadora BOD com controle de temperatura a 4 °C e a 25 °C,
em frasco ambar fechado, na presenga de oxigénio e auséncia da luz, por contagem
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de células viaveis (ALBADRAN et al., 2015), e a redugdo da viabilidade de L.
acidophilus expressa ciclos Log (AVILA-REYES et al., 2014).

VR % =Log No— N (Equacéao 4).

Onde: VR = Redugao de viabilidade; N é o numero de células viaveis (log UFC. g)
durante os tempos especificados de armazenamento € No € o numero de células

viaveis (log UFC. g') no tempo 0.

4.8 Analise dos grupos funcionais da estrutura quimica e das interagdes
quimicas dos materiais encapsulantes e encapsulados por Espectroscopia
de absorcdo na regidao de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A anadlise de espectroscopia de absorgdo na regido de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) foi realizada com as microcapsulas, os materiais de
parede e o microrganismo livre para verificar a ocorréncia de interagdes quimicas
(eletroestatica, hidrofébica) entre os materiais encapsulantes e encapsulados,
seguindo a metodologia descrita por Araujo et al. (2020), utilizando acessoério de
Refletancia Total Atenuada (ATR) (Spectrum 100s Perkin Elmer), no intervalo de

numero de onda de 4000-600 cm™', com resolugdo de 4 pontos por cm-'.

4.9 Sobrevivéncia de L. acidophilus livre e microencapsulado nos fluidos

gastrico e intestinal simulados

A resisténcia do L. acidophilus nas formas livre (granulos secos) e
microencapsulados, em sistemas do fluido gastrico e intestinal simulado (FGIS), foi
avaliada de acordo com a metodologia proposta por Bora et al. (2021), com
adaptagdes. As microcapsulas e as células livres foram submetidas aos fluidos
digestivos, que foram preparados utilizando solu¢des estoque de KCI, KH2POu4,
KH2PO43, NaHCOs, NaCl, MgCl2 (H20s), (NH4)2COs, HCI, H20, previamente
determinados na literatura (MINEKUS et al., 2014; BORA et al., 2021) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Composigao das solugdes de estoque utilizadas no preparo dos fluidos digestivos

SIF (pH 7,0)
Tabela 2 Concentracgdo de SSF (pH 7,0) SGF (pH 3,0) ~
B B Concentragao
Componentes estoque (M) Concentragdo (mM)  Concentragédo (mM) (mM)
m
KCL 0,5 20,1 6,9 6,8
KH2PO4 0,5 8,7. 0,9 0,8
NaHCOs3 1 23,6 25 91
NaCl 2 - 47,2 38,4
MgCl 2 0,15 0,3 0,12 0,33
(NH4)2 COs 0,5 0,12 0,5 -

O volume final foi ajustado para 500 mL com agua destilada para cada fluido simulado. SSF = Fluido
Salivar Simulado, SGF = Fluido Gastrico Simulado, SIF = Fluido Intestinal Simulado.
Fonte: BORA et al. (2021).

Na fase salivar as amostras foram misturadas com o SSF (1:1, m /m) em tubos
Falcon 50 mL, e o pH ajustado para 7 usando solugdo de NaOH 1,0 M, em seguida
foi acondicionada em incubadora do tipo Shaker (SL-221, Solab, Piracicaba, Brasil) a
37 °C £ 1 °C sob agitagéo constante a 85 rpm durante 2 minutos. Em seguida, o SGF
(1:1 (v/ v) e uma solugcao de pepsina suina (3,8 mg/mL) foram adicionados a fase
oral. A mistura foi ajustada para pH 3 usando uma solugéo de HCI (1,0 M) e incubada
a 37 °C por 2 h com agitagao constante a 85 rpm. Em seguida, o quimo gastrico obtido
foi misturado com SIF (1:1 v/ v), extrato de bile suina (37,8 mg/mL) e pancreatina
suina (16,25 mg/mL). O quimo intestinal resultante foi incubado (37 °C, pH 7) por 2
h. Ao final de cada etapa, aliquotas de cada amostra (1 mL) foram diluidas em 9 mL
de agua peptonada estéril 0,1%, e agitadas em vortex por 30 segundos. A contagem
bacteriana foi realizada em placas seguindo a metodologia proposta por Corti,
Bittencourt e Drunkler (2017).

4.10 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e,
quando detectadas diferengas significativas entre os tratamentos ao nivel de 5% de
significancia, ao Teste de Tukey, utilizando o programa computacional Statistica 7.0
(Statsoft Inc., Tulsa, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de Crescimento do Lactobacillus acidophilus

Na Figura 2 observa-se a curva de crescimento do Lactobacillus acidophilus.

Figura 2 - Curva de crescimento do Lactobacillus acidophilus
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Fonte: Autoria propria (2023).

A populacao bacteriana possui quatro fases de crescimento, que sao: fase
lag, fase log, fase estacionaria e fase de morte celular. Em cada fase de crescimento,
as células tém diferencas fisioldgicas que podem afetar a resisténcia ao calor
(PISPAN; HEWETT; STAPLEY, 2013). A fase estacionaria € compreendida como o
periodo no qual a sobrevivéncia da cultura € mais alta durante a secagem por spray
drying em relagao as fases log e lag (CORCORAN et al., 2004; MORGAN et al., 2006;
RANADHEERA et al., 2015).

A fase estacionaria promove varias alteragdes na fisiologia celular, em
decorréncia do esgotamento das fontes de carbono e nutrientes disponiveis, que por
sua vez desenvolvem respostas as condicbes de estresse para permitir a

sobrevivéncia das bactérias. Essa resposta de sobrevivéncia também protege a célula
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em outras condi¢des adversas, como por exemplo desidratacao e altas temperaturas
(MORGAN et al., 2006).

E recomendado que para a microencapsulacdo de microrganismos por spray
drying que as bactérias estejam em fase estacionaria de crescimento celular, devido
a taxa de proliferagao reduzida, menor atividade fisiolégica e aumento da resisténcia
ao estresse além de que as células na fase estacionaria exibem melhor capacidade
de sobrevivéncia quando comparado a da fase log (GOLOWCZYC et al., 2010;
MAHMOUD et al., 2020).

E possivel observar na Figura 2 que no tempo de 9 horas ocorre maior taxa de
crescimento do Lactobacillus acidophilus, em vista que neste momento os
microrganismos encontram-se no inicio da fase estacionaria.

No presente estudo, as bactérias atingiram a fase estacionaria apds 9 horas de
incubacao. Resultado semelhante foi observado no estudo de Carvalho (2018), no

qual a fase estacionaria de L. acidophilus foi atingida apds 9 horas de incubagao.

5.2 Eficiéncia de microencapsulagao de Lactobacillus acidophilus

Na Tabela 3 estdo expressos os resultados da contagem de células viaveis
antes e apo6s a passagem pelo o spray drying, bem como, os percentuais de eficiéncia

de encapsulagao dos quatro tratamentos.

Tabela 3 - Eficiéncia da encapsulagao para os diferentes tratamentos de microencapsulagao de
L. acidophilus utilizando pectina e concentrado proteico de soro de leite produzidos por spray

drying
Tratamentos Células viaveis (log UFC g™)
Antes do Spray drying  Apés o Spray drying EE (%)
T1 9,75+ 1,01a 8,47 + 0,862 86,87 + 0,102b
T2 9,75+ 1,01 8,93+ 1,172 91,72 + 1,962
T3 9,74 + 1,012 8,00 + 0,632 82,50 + 1,820
T4 9,75+ 1,012 7,90 + 0,892 80,91 + 1,020

Médias + erro padrao seguidas por letras iguais, minisculas na mesma coluna e maiusculas na
mesma linha, ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de significancia (Teste de
Tukey). T1 =1:7 ATM:CPS (m/m). T2 = 0,5:7,5 ATM:CPS (m/m). T3 = 1:7 BTM:CPS (m/m). T4

=0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).
Fonte: Autoria prépria (2023).
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A contagem de células viaveis apds o spray drying variou entre 7,90 log UFC
g'a 8,93 log UFC g, de modo que nao foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos apos o spray drying.

Os percentuais da eficiéncia de microencapsulagdo variaram entre 80,91 +
1,02% (T4) a 91,72 + 0,10% (T2), demonstrando-se adequada para todos os
tratamentos, indicando que os agentes encapsulantes empregados auxiliaram na
estabilidade térmica dos probidticos durante o processo de spray drying.

Observa-se que o T2 apresentou maior eficiéncia de microencapsulacio
quando comparado aos T3 e T4 (p<0,05); porém, ndo houve diferenca em relagcéo ao
T1 (p>0,05) que nao diferiu, também, dos tratamentos T3 e T4. Os resultados sugerem
uma maior eficiéncia de encapsulacédo obtida com a utilizacdo de pectina ATM em
comparagao a pectina BTM.

No presente estudo, a eficiéncia de microencapsulacdo obtida para os
tratamentos T1 e T2 foram maiores do que a eficiéncia observada no estudo de
Gebara et al. (2013), que obtiveram valores médios de 84,35 + 0,60% ao produzirem
microcapsulas de pectina BTM amidada e proteina do soro de leite para encapsulacao
de Lactobacillus acidophilus Lab por gelificagao ionotropica. Por outro lado, os
tratamentos T3 e T4, que também empregaram pectina BTM, apresentaram valores
de eficiéncia de microencapsulagao semelhantes no estudo de Gebara et al. (2013).

Moghanjougi et al. (2021), encontraram valores de eficiéncia de
microencapsulagdo iguais ou superiores a 92% ao produzirem microcapsulas de
Lactobacillus acidophilus La5 por emulsao utilizando alginato de sédio e pectina ATM
como materiais de parede. Tais valores foram semelhantes aos obtidos no presente
estudo para T2, no qual também se utilizou pectina ATM como material de parede. De
modo semelhante, Bordini et al. (2021), ao produzirem microcapsulas de Pediococcus
pentosaceus por spray drying utilizando isolado de soro de leite e pectina (os autores
nao especificam o grau de esterificagdo da pectina utilizada), observaram eficiéncia
de encapsulagao de 99,05%, valor superior ao encontrado no presente estudo para o
T2.

No estudo de Yasmin et al. (2019), no qual foram produzidas microcapsulas de
Bifidobacterium longum BL-05 com diferentes propor¢cdes de CPS e pectina (os
autores nao especificam qual o grau de esterificagcdo da pectina utilizada), pelo
método de extrusdo, a eficiéncia de encapsulagéo obtida variou de 88,87% a 93,23%,

valores proximos aos observados no presente estudo.



40

Por outro lado, He et al. (2021), ao produzirem microcapsulas de Lactobacillus
casei por gelificagao externa utilizando pectina BTM, observaram valores de eficiéncia
menores aos do presente estudo para T3 e T4, de em média 61%.

Os complexos formados entre proteinas e polissacarideos fornecem maior
protegcdo quimica e estabilidade molecular ao probiético, devido as propriedades
espessantes dos polissacarideos e as propriedades estabilizadoras das proteinas.
Esses complexos sdo formados pelas interagcdes entre as regides catidbnicas de
superficies de proteinas com grupos aniénicos de cadeias polissacaridicas, resultando
na formacdo de complexos soluveis, em valores de pH iguais ao ponto isoelétrico.
Ademais, os polissacarideos contribuem para a manutenc¢ao da bicamada lipidica da
membrana celular das bactérias, reduzindo o estresse osmotico e fornecendo
protecdo térmica durante o processo de secagem (MOGHBELI et al., 2020;
MUHAMMAD et al., 2021).

A estabilidade dos complexos formados entre polissacarideos e proteinas
depende de diversos fatores, dente os quais, destaca-se a propor¢cao entre as
quantidades de proteinas e polissacarideos empregadas, bem como o tipo de
polissarideo (MOGHBELI et al., 2020). A pectina ATM é considerada mais eficiente
para a utilizacdo no processo de encapsulagao por possuir maior peso molecular e
maior poder de gelificagcao, além de contribuir para a producao de menores particulas
(MOGHANJOUGI et al., 2021; BERTRAND et al., 2016; KOWALSKA et al., 2022).

Sugere-se que para atingir os beneficios propiciados pelo consumo de
probidticos, o produto deve fornecer ao menos 10° UFC g' de células viaveis
(TERPOU et al., 2019). Desta forma, os resultados do presente estudo demonstram
que apos o processo de secagem por spray drying, as microcapsulas apresentam
altas contagens sugerindo que a microencapsulagao apresentou eficiéncia satisfatéria

no processo de atomizagao para todos os tratamentos avaliados.

5.3 Caracterizagao quimica e fisico-quimica das microcapsulas de L. acidophilus

Na Tabela 4 sdo mostrados os resultados quanto as caracteristicas quimicas e

fisico-quimicas das microcapsulas.
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Tabela 4 — Caracterizagao quanto a atividade de agua, umidade, solubilidade e
higroscopicidade das microcapsulas de Lactobacillus acidophilus produzidas por diferentes
tratamentos utilizando pectina e concentrado proteico de soro de leite pelo método de spray

drying
Atividade de Umidade (%) Solubilidade Higroscopicidade
Tratamentos
agua (9/100g) (%) (%)
T 0,51 £0,012 5,83 + 0,202 82,06 + 0,862 9,47 + 1,08
T2 0,35 £ 0,05¢ 4,38 + 0,05 76,38 £ 1,12° 10,78 +,702b
T3 0,43 £0,11° 5,46 + 0,612 78,23 £3,56% 11,04 + 0,582b
T4 0,36 £ 0,03¢ 4,42 + 0,24b 74,61 £2,08° 12,28 + 1,452

Médias + erro padrao seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Teste de Tukey). T1 = 1:7 ATM:CPS (m/m). T2 = 0,5:7,5
ATM:CPS (m/m). T3 = 1:7 BTM:CPS (m/m). T4 = 0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).

Fonte: Autoria prépria (2023).

A atividade de agua influencia a viabilidade do microrganismo encapsulado,
pois 0s probidticos podem permanecer metabolicamente ativos em elevada atividade
de agua. Portanto, a promog¢do da baixa atividade de agua das microcapsulas é
importante uma vez que aumenta a sobrevivéncia dos probidticos durante o
armazenamento, justamente por reduzir o seu metabolismo (SILVA et al., 2018).

Os valores de atividade de agua obtidos para as microparticulas de pectina e
CPS do presente estudo variaram entre 0,35 e 0,51, de modo que algumas
microcapsulas exibiram valores superiores aos esperados para microparticulas
obtidas através de spray drying, que seriam entre 0,15 e 0,30 (NUNES et al., 2018).
Bordini et al. (2021) reportam que valores de atividade de agua menores do que 0,30
seriam ideais por aumentar a estabilidade do produto seco, devido a menor
quantidade de agua livre disponivel para rea¢des bioquimicas, conferindo ao produto
maior vida util.

Em estudo de Jantzen, Gopel e Beermann (2013), ao produzirem
microcapsulas de Lactobacillus reuteri por spray drying utilizando caseina hidrolisada,
obtiveram valores de atividade de agua entre 0,25 e 0,27.

Possivelmente, a menor atividade de agua observada em T2 e T4 (Tabela 4)
esteja relacionada a maior quantidade de proteina do que de pectina na formulagao
e, consequentemente, as caracteristicas funcionais do CPS, como as suas
propriedades de ligagdo com a agua, por apresentar maior quantidade de grupos
hidrofilicos em relagao a pectina (MOHAMMADI et al., 2016; KUSIO et al., 2020).

Quanto aos dados de umidade, verificou-se que T2 e T4 apresentaram

percentuais significativamente inferiores quando comparados aos demais tratamentos
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(p<0,05). Nos resultados observados no presente estudo, a umidade das
microcapsulas parece ser dependente da raz&o proteina: polissacarideo, devido as
diferengas observadas entre as microcapsulas com menor e maior quantidade de
CPS.

Os valores de umidade observados variaram entre 4,38% e 5,83%, estando
dentro da faixa de umidade considerada ideal para um bom armazenamento de
microcapsulas produzidas por spray drying, que seria em torno de 4% a 7%
(JANTZEN; GOPEL; BEERMANN, 2013). Ainda, Muhammad et al. (2021) sugerem
que o conteudo ideal de umidade residual para produtos obtidos por spray drying
deveria ser menor do que 5%, pois representaria uma maior vida util. A maioria das
microcapsulas apresentaram valores de umidade préximos a 5%, no presente estudo.

Por outro lado, Bordini et al. (2021) relataram valor de umidade média de 3,40%
(x 0,01) para microcapsulas de Pediococcus pentosaceus P107 produzidas por spray
drying utilizando proteina do soro de leite e pectina, empregando temperaturas inicial
e final de 100 °C e 68 °C, respectivamente, representando um valor de umidade
inferior aos observados no presente estudo. Do mesmo modo, Moghbeli et al. (2020)
obtiveram valores de umidade entre 1,40% e 3,40% para p6 de tdmaras encapsulado
produzido por spray drying utilizando pectina e CPS como materiais de parede,
representando valores de umidade igualmente inferiores aos observados no presente
estudo. Enquanto, Behboudi-Jobbehdar et al. (2013) verificaram que as microcapsulas
com L. acidophilus, produzidas com maltodextrina, CPS e carreador de D-glicose,
apresentaram de 1,7% a 5,4% de umidade. No estudo em que avaliaram a
encapsulacado de Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12 por spray
drying usando goma arabica, maltodextrina e glicerol, como material de parede o teor
de umidade das microparticulas variou de 4,60% a 5,71% semelhante ao observado
no presente trabalho (NUNES et al., 2018).

Assim como a atividade de agua, o conteudo de umidade das microparticulas
influencia fortemente a estabilidade do produto e pode influenciar também a
viabilidade dos probidticos durante o armazenamento, o qual constitui um dos
parametros de qualidade considerados para pds produzidos contendo células de
probiéticos (GUERIN et al., 2017). E importante destacar que, além do material de
parede, a atividade de agua e a umidade de particulas produzidas por spray drying
também sao parametros influenciados pela temperatura de entrada e de saida no
momento da secagem (DADI et al., 2019; BARRO et al., 2021).
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A solubilidade € uma variavel importante para aplicagdo em matriz alimenticia
considerada uma caracteristica que impacta na qualidade da reconstituicdo no
processo de dissolugdo do produto (SELOMULYA; FANG, 2013).

No presente estudo, quanto aos resultados de solubilidade, verificou-se que o
T1 apresentou maior solubilidade em relagado ao T2 e T4, mas ndo em comparagao a
T3. Por outro lado, ndo foram observadas diferencas entre T2, T3 e T4. A solubilidade
variou entre 74,61% e 82,06%.

Os valores de solubilidade das microcapsulas de Lactobacillus rhamnosus
HNOO1 produzidas por spray drying variaram entre 84,73 e 89,35% (BARAJAS-
ALVAREZ; GONZALEZ-AVILA; ESPINOSA-ANDREWS, 2021), resultados similares
foram obtidos no estudo de microencapsulagao de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis, em que os valores de solubilidade variaram entre 77,57% e 89,60%
(RODRIGUEZ-RESTREPO; GIRALDO; RODRIGUEZ-BARONA, 2017).

Em relagao a higroscopicidade, verificou-se que nao houve diferenca entre T1,
T2 e T3, e apenas o T4 apresentou diferenga significativa em relagdo ao T1. Os
valores variaram entre 9,47% e 12,28% entre os tratamentos. A higroscopicidade esta
ligada a estabilidade fisica, quimica e microbiolégica do produto pois consiste na
capacidade de absor¢cao da umidade atmosférica com formagao grumos (OLIVEIRA;
COSTA; AFONSO, 2014; JAYA; DAS, 2004). Quando um produto apresenta elevado
percentual de higroscopicidade, isso afeta negativamente o rendimento do processo,
a coleta do material e a estabilidade microbiologica do produto (SANTOS, 2013). Além
disso, esta diretamente relacionada a presenca de grupos hidroxila, capazes de se
ligar a agua mediante o estabelecimento de pontes de hidrogénio entre as moléculas
de agua nas regides amorfas ou cristalina do pé (MEDEIROS et al., 2007; SOUZA,
2020).

No estudo de Barajas-Alvarez; Gonzalez-Avila; Espinosa-Andrews (2021), a
higroscopicidade das microcapsulas de Lactobacillus rhamnosus HNOO1 foi entre 9,55
e 13,97%, semelhante ao observado no presente estudo. Yonekura et al. (2014), ao
realizarem a microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus NCIMB 701748 por
spray drying, obtiveram o percentual de higroscopicidade entre 11,63 e 15,73%.
Valores inferiores de higroscopicidade (8,13 a 8,36%) foram observados em
microencapsulacao de Lactiplantibacillus plantarum por spray drying usando
maltodextrina, farinha de batata-doce, pectina e gelatina como agentes encapsulantes
(COSTA et al., 2023).
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Possivelmente, a maior higroscopicidade observada no presente estudo deva-
se a presengca do CPS nas microcapsulas, uma vez que possui propriedades
hidrofilicas (KUSIO et al., 2020; MOHAMMADI et al., 2016), o que poderia favorecer
a absorg¢ao de agua e consequente aumento da higroscopicidade.

5.4 Morfologia das microcapsulas de Lactobacillus acidophilus

Nas Figuras 3, 4 e 5 sdo apresentadas as micrografias das microcapsulas de
L. acidophilus, com escalas de 2 um, 10 um e 20 um e ampliacdo de 5.000, 2.500 e
500 vezes, respectivamente. Verificou-se que a morfologia das microcapsulas foi
bastante similar entre os tratamentos, de modo que nao foi observada a presenca de
células bacterianas nao encapsuladas e as microcapsulas apresentaram um formato
redondo, sem rachaduras ou fissuras e algumas concavidades ou areas achatadas,
correspondentes as caracteristicas tipicas de produtos obtidos pela técnica de spray
drying (NUNES et al., 2018).

Figura 3 — Micrografias das microcapsulas de L. acidophilus obtidas por spray drying com
escala de 2 ym dos diferentes tratamentos utilizando pectina e concentrado proteico de soro
de leite
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A: T1-1:7 ATM:CPS (m/m). B: T2 - 0,5:7,5 ATM:CPS (m/m). C: T3 - 1:7 BTM:CPS (m/m). D: T4-
0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).
Fonte: Autoria Propria (2023).

Figura 4 — Micrografias das microcapsulas de L. acidophilus obtidas por spray drying com
escala de 10 uym dos diferentes tratamentos utilizando pectina e concentrado proteico de soro
de leite
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A: T1-1:7 ATM:CPS (m/m). B: T2 - 0,5:7,5 ATM:CPS (m/m). C: T3 - 1:7 BTM:CPS (m/m). D: T4-
0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).
Fonte: Autoria Propria (2023).

Figura 5 — Micrografias das microcapsulas de L. acidophilus obtidas por spray drying com
escala de 20 ym dos diferentes tratamentos utilizando pectina e concentrado proteico de soro
de Ieite
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A: T1-1:7 ATM:CPS (m/m). B: T2 - 0,5:7,5 ATM:CPS (m/m). C: T3 - 1:7 BTM:CPS (m/m). D: T4-
0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).
Fonte: Autoria Propria (2023).

A formacdo de concavidades ou areas achatadas geralmente estédo
relacionadas ao uso de elevadas temperaturas de secagem, que acabam provocando
o encolhimento das particulas durante o processo de secagem devido a rapida
evaporagao das gotas de liquidos (FRITZEN-FREIRE et al., 2012; BARRO et al.,
2021).

A morfologia observada das microcapsulas no presente estudo é benéfica, pois
pode-se observar a prote¢cao dos probidticos (Figura 3). No estudo de Nunes et al.
(2018), as microcapsulas de Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium Bb-12
produzidas por spray drying, utilizando goma arabica, maltodextrina e glicerol,
apresentaram morfologia semelhante a observada no presente estudo, de formato
redondo e apresentando concavidades. Resultados semelhantes também foram
observados por Fritzen-Freire et al. (2012), que ao microencapsularem células de
Bifidobacterium Bb-12 por spray drying com leite desnatado e prebidticos, obtiveram
microcapsulas de diversos tamanhos e de formato esférico com concavidades.

O tamanho das particulas também €& um importante fator a ser considerado,
pois particulas de tamanho grande podem atribuir uma textura arenosa as
microcapsulas quando adicionadas em produtos alimenticios. S&o consideradas
microcapsulas particulas com tamanhos entre 1 ym e 1000 ym, como o tamanho das
microparticulas pode afetar a eficiéncia de microencapsulagao, os didmetros menores
que 100 ym sao preferidos para uma melhor prote¢cdo do agente encapsulado contra
o trato gastrointestinal (MOGHANJOUGI et al., 2021).

Na Tabela 5 sdo apresentados os diametros médios das microcapsulas de L.

acidophilus.
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Tabela 5 — Diametro médio das microcapsulas de L. acidophilus obtidas por spray drying dos
diferentes tratamentos utilizando pectina e concentrado proteico de soro de leite

Tratamentos Didmetro Médio (um)
T 1,2540,162
T2 0,37+0,02°
T3 0,4310,02°
T4 0,4410,02°

Médias + erro padrao seguidas por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem significativamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Teste de Tukey). T1 = 1:7 ATM:CPS (m/m). T2 = 0,5:7,5
ATM:CPS (m/m). T3 = 1:7 BTM:CPS (m/m). T4 = 0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).

Fonte: Autoria Propria (2022)

Barro et al. (2021), ao produzirem microcapsulas de Lactobacillus helveticus
por spray drying utilizando goma arabica e maltodextrina, obtiveram particulas com
tamanho meédio de 2,60 uym, ou seja, superior ao tamanho observado para as
microcapsulas do presente estudo.

Enquanto, Silva et al. (2018) obtiveram microcapsulas de Bifidobacterium BB-
12 com diametro médio de < 10,62 £ 4,64 um. No estudo em que foi desenvolvido
microcapsulas de probioticos obtidas pela secagem em spray drying usando proteina
do farelo de arroz e maltodextrina como agente encapsulante, o didmetro das
microcapsulas variou de 4,92 + 0,35 ym a 7,06 + 0,36 um (VANISK et al., 2017).

Um resultado similar ao presente estudo, foi relatado por Kamil et al. (2020) ao
avaliar microencapsulagdo do Lactobacillus plantarum Dad-13 por spray drying,
usando leite desnatado e sacarose como agentes encapsulantes em que suas
microcapsulas apresentaram didmetro médio de 0,28 e 0,30 um.

Maiores concentragdes de agentes encapsulantes provocam um aumento
proporcional do tamanho das particulas, devido ao aumento da quantidade de material
empregada (PINON-BALDERRAMA et al., 2020). Por outro lado, particulas pequenas
podem nao garantir protegdo suficiente ao material encapsulado. Sendo assim, o
equilibrio do tamanho das particulas € importante para minimizar a perda de
probiéticos bem como aspectos sensoriais desagradaveis de microencapsulados
produzidos por spray drying (MOGHANJOUGI et al., 2021; BARRO et al., 2021).

Sugere-se que, juntamente com a forma das microcapsulas, o tamanho pode
determinar também as propriedades de fluxo do produto, o que é considerado um

parametro importante para o processamento de alimentos. Ademais, a reducédo do
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tamanho das particulas introduz varios fatores de melhora do bioadesivo, que consiste
na melhora da capacidade da microcapsula de permanecer por mais tempo no trato
gastrointestinal, aumentando sua eficacia, incluindo o aumento da forga adesiva e o
tempo de ftransito gastrintestinal prolongado, bem como pode aumentar
potencialmente a biodisponibilidade de certos bioativos, aumentando a absorcao
gastrointestinal (COGUETTO et al., 2016).

5.5 Sobrevivéncia de L. acidophilus livre e microencapsulado nos fluidos

gastrico e intestinal simulados

Na Tabela 6 estdo os resultados da analise de viabilidade das microcapsulas e

da célula livre de Lactobacillus acidophilus as condi¢des gastrointestinais simuladas.

Tabela 6 — Viabilidade de células de Lactobacillus acidophilus livres e microencapsuladas (Log
UFC g') em diferentes concentragdes de pectina e concentrado proteico de soro de leite pelo
método de spray drying nas condigées gastrointestinais simuladas.

Tempo (Min) pH Célula livre T T2 T3 T4
0 - 9,75%1,01e2A  8,46+0,832AB  8,93+1,162A8 8,03 + 0,632 7,90 + 0,888
Fase Oral2 7,0 6,93%1,18A 415+3,238 7,35+0,85°A 6,81+ 1,052bA8 7,10 + 0,862A
Gastrica120 3.0 5,910,03»~ 0,88 +2,168 7,12+0,85%A 6,83 +0,88abA 5,37 + 2,752A
Intestinal 120 7.0 0,00¢8 0,00¢8 7,20 £0,800A 6,42+ 1,080A 5,66 + 2,912A

% de - 0,00¢ 0,00¢ 80,63% 79,96% 71,65%
sobrevivéncia

Médias + erro padrdo seguidas por letras iguais, mindsculas na mesma coluna e mailsculas na
mesma linha, nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Teste de
Tukey). T1 = 1:7 ATM:CPS (m/m). T2 = 0,5: 7,5 ATM:CPS (m/m). T3 = 1:7 BTM:CPS (m/m). T4 = 0,5:
7,5 BTM:CPS (m/m).

Fonte: Autoria prépria (2023).

O processo de microencapsulagdo favoreceu maior sobrevivéncia ao L.
acidophilus durante a passagem pelas condigdes do trato digestorio in vitro quando
comparada a célula livre, com excegéo do T1, cuja viabilidade foi menor do que a da
célula livre na fase gastrica (p<0,05) e ndo apresentou viabilidade minima na fase
intestinal.

Com relacdo aos demais tratamentos, T2 apresentou maior viabilidade quando
comparado a T4 nas fases oral, gastrica e intestinal (p<0,05) e ndo diferiu de T3. Por
outro lado, T3 apresentou melhor viabilidade em relacdo a T4 na fase intestinal

(p<0,05). A taxa de sobrevivéncia para os tratamentos T2, T3 e T4 foram de 80,63%,
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79,96% e 71,65%, respectivamente, indicando que T2 e T3 foram mais eficazes na
preservacgao dos probidticos ao longo da digestao simulada.

Na fase intestinal, observa-se que as concentragcdes de células viaveis
restantes em T2, T3 e T4 representam quantidades suficientes de bactérias para a
colonizagdo intestinal e consequente obtencdo dos beneficios a saude
proporcionados pela ingestdao de probidticos, uma vez que, para tal efeito, séo
necessarias ao menos 106 UFC g' de células viaveis (TERPOU et al., 2019).

Os resultados do presente estudo corroboram outros estudos da literatura
cientifica, que também demonstraram a eficiéncia da microencapsulagao na protegcao
dos probidticos sob condigbes gastrointestinais simuladas. No estudo de Gebara et al.
(2013), ao analisarem a Vviabilidade de Lactobacillus acidophilus Lab
microencapsulados em pectina BTM amidada e em pectina BTM amidada e soro de
leite por gelificagdo ionotrépica sob condigdes gastrointestinais simuladas, com pH
entre 1,2 e 3,0, bem como sob condigdes intestinais simuladas, com pH de 7, os
autores observaram viabilidade apos encapsulamento de 8 log UFC g, sem diferenca
significativa entre os tratamentos, representando um valor bem proximo a viabilidade
observada para T2 e T3 nas fases gastrica e intestinal do presente estudo.

Além disso, Gebara et al. (2013) observaram que a viabilidade das células
encapsuladas em pectina, apds simulacédo das condi¢gdes gastrointestinais, foi maior
do que naquelas encapsuladas com pectina e soro de leite, demonstrando que a
adicdo de pectina BTM na matriz polimérica beneficia a taxa de sobrevivéncia
probidtica.

Sun et al. (2014), ao produzirem microcapsulas de isolado proteico de soja e
pectina ATM pelo método de mudanca ciclica de pH, observaram que a viabilidade
dos probioticos nas microcapsulas que atingiram o intestino delgado foi de 3 log UFC/
mL, sendo maior do que a viabilidade observada para as bactérias livres. No presente
estudo, a viabilidade dos probidticos encapsulados também foi significativamente
maior comparada a viabilidade da célula livre.

Em estudo de Li et al. (2019), ao avaliarem a eficiéncia de encapsulagédo de
Bifidobacterium breve CICC6182 em pectina BTM, produzidas pelo método por
reticulagdo ibnica, quanto a viabilidade em exposicdo simulada a fluidos
gastrointestinais, verificaram que, apds a exposig¢do, a viabilidade dos probidticos
encapsulados diminuiu apenas em 1,76 log UFC g' comparada a 4,82 log UFC g de

bactérias livres. Resultados similares foram observados para T2, T3 e T4 no presente
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estudo, nos quais a redugdo da viabilidade dos probiéticos foi minima nas fases
gastrica e intestinal comparadas a célula livre.

De modo semelhante, em estudo de He et al. (2021) que objetivaram verificar
o efeito da encapsulacao de diferentes Lactobacillus em dois tipos de pectinas BTM,
utilizando o método de gelificagdo externa, os resultados obtidos demonstraram que
as microcapsulas produzidas a base de pectina BTM promoveram protegéao
significativa aos probioticos encapsulados nos testes de digestado gastrica simulada,
por meio do estimulo a formacdo de biofime pelas bactérias, de modo que a
viabilidade de Lactobacillus acidophilus variou de 8,36 a 8,54 log UFC g-'. No final da
digestao intestinal, as microcapsulas de L. acidophilus a base de pectina quase
mantiveram a mesma viabilidade celular em comparagédo com a digestédo gastrica.

A pectina BTM apresenta elevada resisténcia quimica, conforme demonstrado
em estudo de Gruskiene, Krivorotova e Sereikaite (2017), com o objetivo de avaliar a
estabilidade proteolitica de particulas de nisina encapsuladas em inulina ou pectina,
no qual verificou-se que a estabilidade das particulas esteve relacionada ao grau de
esterificacdo da pectina, uma vez que aquelas desenvolvidas com pectina BTM foram
as que apresentaram maior estabilidade proteolitica. Tal propriedade da pectina BTM
pode ter favorecido a maior resisténcia probidtica comparada a célula livre sob
condi¢des gastrointestinais in vitro observadas em T3 e T4 no presente estudo, bem
como pode explicar o melhor desempenho de T3 em comparacao a T4, uma vez que
T3 foi produzida com maiores concentragdes de pectina BTM.

Adensa rede de hidrogel formada pela combinag¢ao de soro de leite com pectina
promove a reducdo da taxa de difusdo das microcapsulas, consequentemente
reduzindo a exposi¢céo do microrganismo ao meio acido do suco gastrico (BORDINI et
al., 2021). Entretanto, a formacgéo e a estabilidade dos complexos entre proteinas e
polissacarideos podem ser afetadas por fatores como pH, forga iénica, pela razdo da
proporcao entre a quantidade de proteina e polissacarideo, pela densidade de carga
do biopolimero e pelas condi¢gdes de producdo, como temperatura, cisalhamento e
tempo de agitacao (AGUILAR et al., 2015).

No presente estudo, todas as microcapsulas foram produzidas dentro das
mesmas condicdes. Contudo, considerando o fato de que T1 nao apresentou
resultados favoraveis quanto a digestibilidade in vitro, diferentemente dos demais
tratamentos, sugere-se que a estabilidade da microcapsula de pectina ATM esteja

mais fortemente relacionada a razao proteina:polissacarideo, particularmente a maior
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quantidade de CPS, do que a microcapsula de pectina BTM, pois melhores resultados
foram observados quando maiores quantidades de CPS foram empregadas, como no
caso do T2, nas condi¢des estudadas.

Este resultado corrobora o que foi observado no estudo de Morales et al.
(2021), no qual houve maior estabilidade da pectina ATM com maiores concentragoes
de CPS. Ao avaliarem a influéncia do grau de metoxilagao da pectina na estabilidade
de complexos com pectina e isolado proteico de soro de leite como nanocarreadores
de luteina, verificaram que o emprego de menor quantidade de pectina ATM propiciou
a estabilizagdo das misturas e reduziu o tamanho das particulas. As concentragdes
testadas foram de 4:0, 4:1, 4:2, 4:3. 4:4 e 0:4 de isolado proteico de soro de leite:
pectina ATM, de modo que a concentragao de 4:1 apresentou maior estabilidade.

Portanto, a propor¢ao do biopolimero & importante para a estabilizacdo das
particulas e os complexos entre pectina ATM e proteinas precisariam ter uma maior
quantidade de proteina para estabilizar o sistema (MORALES et al., 2021).

No presente estudo, apenas o T2 apresentou desempenho igualmente
satisfatério na eficiéncia de encapsulacido e nos testes de viabilidade em condi¢des
gastrointestinais simuladas. Por outro lado, apesar do T1 ter apresentado uma boa
eficiéncia de encapsulacado, ndao apresentou viabilidade minima de probidticos na
simulagao da passagem pelo trato gastrointestinal, o que demonstra a importancia da
realizacdo de testes de digestibilidade para a avaliagdo da capacidade da
microcapsula de preservar os agentes encapsulados de modo que os probidticos
possam cumprir seu papel no organismo.

Reforgando a ideia de que, apesar de ser descrita por alguns autores como
mais eficiente no processo de encapsulacdo do que a pectina BTM, a eficiéncia da
pectina ATM seria dependente da quantidade de proteina, visto que apesar do T1 ter
apresentado uma boa eficiéncia de encapsulacao, ndo apresentou viabilidade minima
de probidticos na simulacdo da passagem pelo trato gastrointestinal. Tal fato
demonstra também a importancia da realizagédo de testes de digestibilidade além dos
testes de eficiéncia de encapsulacdo, para a avaliacdo da capacidade da
microcapsula em preservar os agentes encapsulados ao longo do trato digestivo, de
modo que os probidticos possam cumprir seu papel no organismo.

De modo geral, os resultados observados quanto a viabilidade apés a
simulagao da passagem pelo trato gastrointestinal, no presente estudo, demonstraram

que os agentes encapsulantes empregados, na maioria dos tratamentos, foram



52

eficientes a ponto de garantir a entrega da quantidade minima necessaria de
probidticos a microbiota intestinal a fim de obter os beneficios para a saude atribuidos

a sua ingestao.

5.6 Sobrevivéncia de L. acidophilus livre e microencapsulado armazenados em

temperatura de refrigeragcao e ambiente

Na Tabela 7 pode-se observar os resultados da analise de viabilidade em
condicbes de estocagem em temperatura de refrigeracao (4 °C) e em temperatura
ambiente (25 °C) da célula livre e das células microencapsuladas, por meio dos 3
tratamentos avaliados. Diante do fato de que o T1 nao apresentou resultados

favoraveis na digestibilidade, este tratamento nao foi incluido nesta analise.

Tabela 7 — Viabilidade de células de Lactobacillus acidophilus livres e microencapsuladas (Log
UFC.g") em diferentes concentragdes de pectina e concentrado proteico de soro de leite pelo
método de spray drying em condicdes de estocagem refrigerada e a temperatura ambiente

Tratamento Refrigeracioa4°C
Tratamento Célula livre T2 T3 T4
Tempo (dias)
0 9,75+ 1,012A 8,94 £+ 1,16%A8 8,03 + 0,632 7,90 £ 0,88%8
15 6,40 +0,050A 7,26 £ 0,630A 7,07+ 0,652A 6,92 + 0,400A
30 5,63 £ 0,208 7,09 £ 1,240A 7,51 +£0,652A 7,20 + 0,64abA
45 0,00¢cc 6,54 + 0,68bA 7,58 10,6524 7,09 £ 0,352bB
60 0,00¢cc 7,17 £ 0,660A 7,14 £0,702A 7,28 £ 0,35a0A
90 0,00¢cc 6,70 + 0,54bA 0,00p 0,00¢
Temperatura Ambiente a 25 °C
Tratamento Célula livre T2 T3 T4
Tempo (dias)
0 9,75 £1,013A 8,94 + 1,16%A8 8,03 £ 0,638 7,90 £ 0,88 B
15 0,00¢8 6,91 £ 0,19abA 7,26 +£1,05a0A 7,33 £ 0,91abA
30 0,00¢B 6,39 £ 0,630A 6,89 £+ 1,120A 6,18 £ 0,940A
45 0,00¢cc 0,00¢B 6,25 +0,800A 6,57 £ 0,47bA
60 0,00¢ 0,00¢cc 0,00¢cc 0,00¢cc
90 0,00¢cc 0,00¢cc 0,00¢cc 0,00¢cc

Médias + erro padrao seguidas por letras iguais, mindsculas na mesma coluna e mailsculas na
mesma linha, n&o diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade (Teste de
Tukey). T1 =17 ATM:CPS (m/m). T2 = 0,5:7,5 ATM:CPS (m/m). T3 = 1:7 BTM:CPS (m/m). T4 =

0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).

Fonte: Autoria propria (2023).
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Observou-se que a célula livre apresentou redugao mais expressiva ao longo
do tempo de armazenamento quando comparada aos probidticos microencapsulados,
nao havendo viabilidade minima apds 45 dias sob temperatura de refrigeragéo e apés
15 dias de estocagem a 25 °C. Ou seja, em ambas as condi¢gdes de armazenamento,
a ceélula livre apresentou menor viabilidade que as microencapsuladas.

Dessa forma, observou-se que todos os tratamentos avaliados apresentaram
maior eficacia na preservagao dos probioticos ao longo do tempo, tanto em estocagem
refrigerada como a temperatura ambiente, em relagdo a célula livre. Resultados
semelhantes aos do presente estudo foram obtidos por Coghetto et al. (2016), que ao
avaliarem a eficacia de microencapsulagao de Lactobacillus plantarum em alginato de
sédio ou em matrizes de alginato de sodio e pectinas citricas obtida por
electrospraying, observaram que a sobrevivéncia das células sob estocagem
refrigerada (4 °C + 1 °C) por 21 dias foi de cerca de 9 log UFC mL™" para células
encapsuladas, ao passo que para células livres foi de cerca de 1 log UFC mL".

De modo semelhante, Arepally et al. (2020), ao microencapsularem células de
Lactobacillus acidophilus por spray drying com o intuito de produzir um pé probidtico
utiizando 20% de maltodextrina e diferentes concentragbes de goma arabica,
verificaram que a viabilidade das células armazenadas por 12 semanas sob
refrigeragéo de 4 °C e em temperatura ambiente de 25 °C, foi de 6,05 log UFC g' e
1,24 log UFC g, respectivamente, de modo que a viabilidade das células
encapsuladas foi maior do que a das células livres, bem como as microcapsulas
submetidas ao ambiente refrigerado apresentaram maior viabilidade do que aquelas
submetidas a temperatura ambiente.

No estudo de Yasmin et al. (2019), as microcapsulas de B. longum BL-05,
produzidas com 2,5% de CPS e 1,5% de pectina pelo método de extrusao,
demonstraram redugao minima (1,72 ciclos log) da viabilidade probiética apos 28 dias
de estocagem refrigerada a 4 °C. No presente estudo, todos os tratamentos
analisados também apresentaram redugdo minima da viabilidade bacteriana sob
estocagem refrigerada. Ademais, de modo semelhante ao presente estudo, no
trabalho de Yasmin et al. (2019), as células livres apresentaram redugao expressiva
de 7,27 ciclos log, sendo significativamente maior quando comparada aos probioticos
microencapsulados.

No presente estudo, a reducao de células viaveis também foi mais expressiva

para a célula livre bem como para os probidticos microencapsulados submetidos a
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temperatura ambiente, quando comparados aqueles submetidos a temperatura de
refrigeracdo, ndo sendo mais observada viabilidade minima a partir dos 60 dias de
estocagem. Entretanto, a microencapsulagdo contribuiu para a preservagcdo da
contagem de probioticos ao longo do tempo em ambas as condigbes de
armazenamento em relacio a célula livre.

Conseguir manter a viabilidade de bactérias probiéticas em alimentos ao longo
do armazenamento é um desafio constante, especialmente em ambiente nao
refrigerado (BATISTA et al., 2015). Quando a secagem por spray drying € utilizada, &
comum que uma grande parte da atividade probidtica seja perdida apos algumas
semanas de armazenamento a temperatura ambiente (MENEZES et al., 2013).

Diferentemente do que acontece no armazenamento a temperatura ambiente,
o0 armazenamento de células probidticas em temperaturas proximas ou acima de 0 °C
reduz a velocidade de reagbes quimicas prejudiciais, ao passo que a estocagem nao
refrigerada favorece a oxidacao de lipidios de membrana e desnaturagao de proteinas
que levam a degradacdo de macromoléculas em células bacterianas, reduzindo a
viabilidade (AREPALLY et al., 2020).

Outra questdo que explica o decréscimo nas contagens de microrganismos
viaveis com o passar dos dias em estocagem a temperatura ambiente € que eles sao
metabolicamente ativos dentro das microcapsulas, produzindo acidos metabdlicos e
bacteriocinas e/ou a perda de substratos (PEDROSO et al., 2012).

Por outro lado, a estabilidade dos probidticos microencapsulados aumenta com
a diminuicdo da temperatura. A explicacdo para tal € que os microrganismos ficam
mantidos em estado latente, evitando rearranjos no agente encapsulante, impedindo,
dessa forma, sua exposi¢ao inadequada, promovendo um aumento da vida util das
microcapsulas. Assim, temperaturas proximas a 0 °C melhoram os indices de
viabilidade celular, pois temperaturas mais baixas reduzem as taxas de reagodes
quimicas que sao prejudiciais para os microrganismos, tais como a oxidagao (SILVA
et al., 2015a).

Ademais, ao considerar a redugao log entre os tratamentos bem como ao longo
do tempo de armazenamento de cada microcapsula, observou-se que T2 apresentou
maior resisténcia sob temperatura refrigerada, uma vez que nao foram mais
observadas redugdes significativas de ciclos log das bactérias apdés 15 dias de
armazenamento sob refrigeragao, mantendo a viabilidade dos probidticos até 90 dias

de armazenamento. Por outro lado, no armazenamento a temperatura ambiente, T3 e
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T4 apresentaram melhor desempenho em relagdo a T2, uma vez que se observou
viabilidade até 60 dias de armazenamento, diferentemente de T2, cuja viabilidade
minima foi mantida apenas até 45 dias de estocagem (Tabela 7). Ao comparar a
viabilidade entre cada tratamento ao longo tempo, apenas T4 apresentou
significativamente maior viabilidade probidtica em relagdo a T2 apds 45 dias de
estocagem refrigerada. Esses resultados podem indicar que a pectina BTM talvez
promova maior estabilidade a microcapsula a temperatura ambiente.

A estabilidade de uma microcapsula depende fortemente das mudancas fisicas
e quimicas influenciadas pelas condi¢des de armazenamento, como luz, oxigénio,
umidade, temperatura etc. (HOYOS-LEYVA et al., 2018). Sendo assim, a avaliagao da
estabilidade de armazenamento abrange a estabilidade fisica, que inclui, além de
outros parametros, a capacidade de retencdo adequada do produto do nucleo, bem
como a estabilidade quimica, que consiste na resisténcia a processos quimicos de
degradacao, como a oxidagédo. De modo geral, a pectina BTM é mais estavel do que
a pectina ATM, o que pode ser atribuido ao seu baixo grau de esterificagdo. A pectina
€ conhecida por se decompor por meio de processos de esterificacdo e
despolimerizacédo, podendo ocorrer a hidrolise de ésteres metilicos gerando grupos
carboxilicos livres e, consequentemente, reduzindo a estabilidade a longo prazo
(SMISTAD et al., 2012).

Em estudo de Zhou et al. (2014), ao produzirem lipossomas de vitamina C
revestidos por pectina ATM ou pectina BTM, observou-se que tanto em estocagem
refrigerada (4 °C) como em armazenamento a temperatura ambiente (25 °C) ao longo
de dez semanas, a pectina BTM apresentou melhor estabilidade
fisico-quimica em comparagao a pectina ATM e maior potencial zeta (parametro que
avalia a estabilidade de particulas a longo prazo) propiciando melhor protegdo a
vitamina C contra processos de degradacao, como oxidagao e vazamento de material
ao longo do periodo de armazenamento.

Ainda, Smistad et al. (2012), ao investigarem o potencial de diferentes pectinas
na estabilizacado de lipossomas em temperaturas de 4 °C, 25 °C e 35 °C, a pectina
ATM apresentou um potencial zeta mais negativo sob armazenamento a 35 °C,
indicando menor estabilidade, ao passo que o0 mesmo nao foi observado para pectina
BTM.

Assim, o melhor desempenho em preservar a viabilidade probidtica a

temperatura ambiente observado para T3 e T4 em relacdo a T2 pode ser explicado
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pela maior estabilidade da pectina BTM em relagdo a pectina ATM, uma vez que,
conforme descrito anteriormente, a temperatura ambiente aumenta a velocidade de
reagdes quimicas, enzimaticas e microbioldgicas, que favorecem a deterioragdo das
microcapsulas, como oxidagao de lipidios e degradacao de proteinas (AREPALLY et
al., 2020). Dessa forma, a maior estabilidade da pectina BTM contribuiria para a maior
resisténcia das microcapsulas a esses fenbmenos, preservando a viabilidade
probidtica. E importante destacar também que T3 e T4 poderiam ser armazenados
tanto em refrigeracdo como em temperatura ambiente, pois as diferengas na
contagem de probidticos ao longo do tempo foram praticamente iguais nas duas
temperaturas de estocagem.

Dessa forma, com os resultados sobre viabilidade sob estocagem refrigerada e
a temperatura ambiente observados no presente estudo, verificou-se que as
microcapsulas com pectina BTM podem favorecer melhor a prote¢cao dos probidticos
ao longo do tempo, bem como que a estocagem a temperatura ambiente configurou-
se como um desafio a preservacdo dos probidticos encapsulados, uma vez que a
perda da viabilidade foi mais expressiva do que na estocagem refrigerada em todos

os tratamentos do presente estudo.

5.7 Andlise dos grupos funcionais da estrutura quimica e das interagoes
quimicas dos materiais encapsulantes e encapsulados por Espectroscopia

de absorgao na regiao de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 6 pode ser visto os espectros de infravermelho dos agentes
encapsulantes e do microorganismo livre, bem como também dos tratamentos
realizados (T1, T2, T3, T4).
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Figura 6 — Espectros de FTIR dos agentes encapsulantes, do microorganismo livre e das
microcapsulas de L. acidophilus obtidas por spray drying utilizando pectina e concentrado
proteico de soro de leite
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A: agentes encapsulantes e L. acidophilus. B: T1 - tratamento com concentragao de 1:7 ATM:CPS
(m/m). T2 - tratamento com concentragéo 0,5:7,5 ATM:CPS (m/m). T3 - tratamento com concentragédo
1:7 BTM:CPS (m/m). T4- tratamento com concentragéo 0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).

Fonte: Autoria propria (2023).

Quanto a pectina, no presente estudo, pode-se observar (Figura 6) as bandas
largas na regido entre 3000 cm™' a 3500 cm™', que correspondem aos estiramentos
dos grupos O-H. As bandas agudas observadas entre 2900 cm™ a 2930 cm-'
correspondem ao alongamento dos grupamentos C-H. As bandas observadas entre
1630 cm™' e 1640 cm™' correspondem ao estiramento assimétrico de COO-, as bandas
entre 1520 cm™! e 1530 cm™" resultam do estiramento simétrico de COO- e as bandas
préximas a 1080 cm-! representam as duplas ligagdes de C=0 ou C=C (MOGHBELI
et al., 2020). Espectros semelhantes aos verificados no presente estudo para a
pectina também foram observados por Sousa et al. (2017).

Em relagédo aos diferentes graus de metoxilagdo, as bandas em 1744 cm' e
1630 cm™' sdo geralmente observadas para diferenciar as pectinas ATM e BTM,
correspondendo ao estiramento do grupo carboxilico (COO-) e ao estiramento da
ligagdo C=0 do grupo éster carbonila, respectivamente (ZHOU et al., 2014
KYOMUGASHO et al., 2015). Conforme pode ser visualizado na Figura 7, observou-
se maior transmitancia em 1733 cm™ do que em 1630 cm™ nos espectros de pectina
ATM, o que é caracteristico da pectina de alto grau de esterificagdo. Por outro lado,

observaram-se bandas similares em 1744cm -' e em 1630 cm™' nos espectros de
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pectina BTM, de modo que a transmitancia foi inferior em 1744 cm™' do que em 1630
cm™.

Quanto ao CPS, as bandas observadas entre 1600 cm™ e 1700 cm™
representam a regido amida |, que representa o estiramento dos grupamentos C=0
da estrutura peptidica, enquanto as bandas entre 1495 cm' e 1580 cm™' representam
a amida Il, a flexdo da ligacdo N-H e o estiramento C—N (DROSOU; KROKIDA;
BILIADERIS, 2018).

Na Figura 6, pode-se verificar que as bandas sdo similares entre os 4
tratamentos, sugerindo que durante o processo de spray drying, houve a preservagao
da estrutura dos agentes encapsulantes empregados.

Ademais, os espectros para o L. acidophilus observados no presente estudo
mostram as bandas correspondentes aos componentes celulares da bactéria, como
as faixas entre 3000 cm™ a 2800 cm', correspondentes aos acidos graxos da
membrana celular bacteriana; as faixas entre 1800 cm-' a 1500 cm-', correspondentes
as amidas de proteinas e peptideos; as faixas entre 1500 cm™ a 1200 cm,
correspondentes a mistura de proteinas e acidos graxos e as faixas entre 1200 cm’
a 900 cm', correspondentes a polissacarideos dentro da parede celular (OUST et al.,
2004).

Quanto aos espectros das microcapsulas, em todos os tratamentos do presente
estudo, foi observado um pico agudo préximo a 1640 cm™' em todos os tratamentos.
O aumento do valor da transmitancia na regido amida | de 1630 cm™', observado no
espectro do CPS, para 1640 cm™ no espectro das microcapsulas, indica as interagdes
intermoleculares nas zonas de juncgao e estabilizagado da rede de gel, 0 que demonstra
a possivel ligagdo amida formada entre os grupos amino do CPS e os grupos
carboxilicos da pectina, confirmando a formagdo do complexo CPS-pectina (RAEI;
RAFE; SHAHIDI, 2018; ASSADPOUR; JAFARI; MAGHSOUDLOU, 2017). Ademais,
foi observado uma banda em 1.234 cm', o qual indica a vibragéo do alongamento da
ligagdo C-N (ZHANG et al., 2022).

Espectro semelhante foi observado em microcapsulas de vitamina B12
produzidas com pectina e CPS por coacervagao no estudo de Akbari et al. (2022), em
que uma banda aguda apareceu em 1654,33 cm™', a qual os autores atribuiram as
ligacbes amida entre pectina e CPS, confirmando a formagdo do complexo,

semelhante ao observado no presente estudo para os 4 tratamentos analisados.
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Dessa forma, a atenuagao da regidao Amida Il do CPS e o estiramento de COO-
da pectina indica que houve interacdo entre os agentes encapsulantes. Ainda, as
bandas caracteristicas dos agentes encapsulantes sao evidentes, indicando que a
encapsulagéo por spray drying nao afetou negativamente a estrutura dos materiais.
Ademais, o fato das imagens de micrografias ndo revelarem a presenga de
microorganismos fora das microcapsulas reforgca que a encapsulagao ocorreu de
forma satisfatéria, corroborando o resultado obtido na analise de eficiéncia de

encapsulacéao.
5.8 Sintese dos resultados obtidos
A Tabela 8 mostra a sintese dos resultados obtidos para cada analise dos

quatro tratamentos analisados, a fim de avaliar quais tratamentos, dentre todos os

aspectos investigados, demonstraram melhor desempenho quanto aos resultados

esperados.
Tabela 8 - Sintese dos resultados obtidos
Resultados T1 T2 T3 T4
Eficiéncia de IgualaT2, T3 e Igual a T1 IgualaT1eT4 IgualaT1eT3
encapsulacao T4 Maior T3 e T4 Menor que T2 Menor que T2
Atividade de agua Maior que todos Igual a T4 Menor que T1 Igual a T2
Menora T1eT3 Maior que T2 Menor que T1e
eT4 T3
Umidade Igual a T3 Igual a T4 Iguala T1 Iguala T2
Maior que T2 Menor que T1e T3  Maior que T2 Menor que T1e
e T4 e T4 T3
Solubilidade Iguala T3 Iguala T3 e T4 IgualaT2e T4 IgualaT2e T3
Maior aT2e Menor que T1 Menor que T1 Menor que T1
T4
Higroscopicidade IgualaT2e IgualaT1,T3eT4 IgualaT1, T2 IgualaT2e T3
T3 menor do eT4 Maior do que T1
que T4
Viabilidade condigdes Sem Maior viabilidade Maior Menor viabilidade
gastrointestinais viabilidade na que T4 emtodas viabilidade que queT2e T3 na
simuladas fase intestinal as fases T4 na fase fase intestinal
N&o diferiu de T3 intestinal
Viabilidade estocagem - Apresentou Apresentou Apresentou
refrigerada 4 °C viabilidade até 90 viabilidade até viabilidade até 60
dias 60 dias dias
Viabilidade estocagem - Apresentou Apresentou Apresentou
Temperatura 25 °C viabilidade até 30 viabilidade até viabilidade até 45
dias 45 dias dias

T1 =1:7 ATM:CPS (m/m). T2 = 0,5:7,5 ATM:CPS (m/m). T3 = 1:7 BTM:CPS (m/m). T4 =

0,5:7,5 BTM:CPS (m/m).

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Considerando-se que, dentre todos os aspectos, garantir a preservagao dos
probidticos contra condigdes ambientais desfavoraveis para que quantidades
suficientes possam atingir a flora intestinal a fim de exercer efeitos no organismo é o
critério mais importante a ser cumprido (TERPOU et al., 2019), diante dos resultados
observados, verificou-se que os tratamentos T2 e T3, demonstraram maior
capacidade de manutengdo da viabilidade probidtica nos testes de condigdes
gastrointestinais simuladas e de estocagem sob temperatura ambiente e refrigerada,
sendo, portanto, considerados os tratamentos com melhor desempenho,
especialmente T3, que apresentou ainda melhor estabilidade sob estocagem em

temperatura ambiente.



61

6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou ser viavel a microencapsulacdo de
Lactobacillus acidophilus com pectina e CPS por meio da técnica de spray drying, uma
vez que os resultados obtidos quando a eficiéncia de microencapsulagao e viabilidade
as condigbes gastrointestinais simuladas, bem como a estocagem em temperatura
ambiente e refrigerada, foram favoraveis quanto a preservagao dos probidticos para a
maioria dos tratamentos empregados.

Ademais, nas condicbes testadas e em fungdo de todos os resultados
observados, as microcapsulas T2 e T3 apresentaram os melhores resultados, em
especial T3, uma vez que embora a eficiéncia tenha sido melhor em T2 e ambas as
microcapsulas n&o tenham diferido quanto a viabilidade sob condicbes
gastrointestinais simuladas, o tratamentos T3 apresentou melhor resultado quanto a
viabilidade em estocagem, de modo que até 60 dias, T3 poderia ser armazenada tanto
sob temperatura refrigerada como em temperatura ambiente, pois ndo apresentou
reducao significativa na contagem de células viaveis sob estas condigoes,
diferentemente de T2.

Assim, verifica-se que as microcapsulas produzidas possuem potencial para a
entrega de quantidades suficientes de células viaveis para a colonizagao da flora
intestinal e obtengao dos efeitos a saude proporcionados pela ingestao de probidticos.
Ademais, os agentes encapsulantes utilizados, pectina e CPS, sdo materiais naturais
e que agregam valor nutricional ao alimento, propiciando beneficios a saude e
favorecendo o seu emprego na industria alimenticia. Destaca-se ainda o carater
inovador do trabalho, uma vez que ainda n&o existem trabalhos que tenham
pesquisado a utilizacdo de pectina ATM e BTM juntamente com o CPS para a

encapsulacao de Lactobacillus acidophilus.
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