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Resumo

MENEGAZZI, Guilherme da Silva. Viabilidade de Lacticaseibacillus casei CSL3 frente a
microencapsulagcdo por Spray dryer em materiais encapsulantes distintos. 2023.
Orientadora: Profa. Dr2. Patricia Silva Diaz. 2023. 172f. Tese (Doutorado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de POs Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2023.

Os probiéticos, vém sendo cada vez mais utilizados como suplementos alimentares, reduzindo
a incidéncia de diversas doengas. Pesquisas se engajam na aplicacéo destes microrganismos,
especialmente em alimentos para consumo humano, porém ha a necessidade de aprimorar o
método de protecdo dos mesmos devido a fastiosidade deste grupo de microrganismos.
Técnicas como as de imobilizacdo sdo opc¢des estudadas e aplicadas para protecdo de
probidticos. A escolha da técnica e do material de revestimento/aprisionamento destes
microrganismos é de extrema importancia a fim de garantir sua viabilidade. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver e maximizar o rendimento de capsulas simbioéticas produzidas com
Lacticaseibacillus casei CSL3 através do processo de spray dryer utilizando diferentes misturas
de goma xantana, fruto-oligossacarideos e soro de queijo como material encapsulante. A
pesquisa foi organizada em 2 capitulos. O Capitulo | aborda a revisdo sistematicamente da
literatura, dos Ultimos 5 anos, quanto ao estado da arte em imobilizacdo, materiais utilizados e
aplicacdo de probioticos em alimentos constatando-se que escolha da técnica e do material de
revestimento/aprisionamento envolvido precisa observar varios fatores, como custo para
implementacdo, tempo de processamento, e qualidade do produto final tendo em vista que
muitas técnicas apresentam resultados promissores e eficientes e que os materiais geralmente
sdo combinados, aliando seus potenciais e, por fim, verificou-se que a aplicacédo de probidticos
caminha para além daqueles alimentos classicos de fonte probidtica que sdo os derivados
lacteos, devido a diferentes demandas no setor alimenticio probiético, e muitas pesquisas que
investigam formas inovadoras, em muitos casos com sucesso, na aplicacdo de probidticos
encapsulados em bebidas vegetais, produtos carneos, frutas desidratadas entre outros. O
Capitulo I busouc desenvolver e maximizar o rendimento de microcapsulas simbidticas
produzidas com Lacticaseibacillus casei CSL3 através do processo de spray dryer utilizando
diferentes misturas de goma xantana, fruto-oligossacarideos e soro de queijo como material
encapsulante. A maximizacdo do rendimento de encapsulagdo por spray dryer utilizando as
misturas SF e SFX foi alcancada com valores de 44,7 e 31,4% enquanto a eficiéncia de
encapsulacdo foi de 98,7 e 99,4%, respectivamente. Durante todo o periodo de
armazenamento, ambos os tipos de microcapsulas protegeram eficazmente Lacticaseibacillus
casei CSL3 (L. casei CSL3), garantindo a manutencdo da viabilidade celular minima por pelo
menos 56 dias. Notavelmente, as microcapsulas contendo goma xantana exibiram preservacao
superior da viabilidade celular tanto em temperatura de refrigeracdo quanto em temperatura
ambiente. Além disso, as microcapsulas demonstraram protecdo eficaz de L. casei CSL3
durante condi¢cdes gastrointestinais simuladas, com as microcapsulas SF e SFX exibindo
notavel resisténcia contra acidos e sais biliares. Durante o teste térmico, a microcapsula
simbiodtica produzida com a mistura SFX se mostrou mais resistente conseguindo manter
contagens acima de 10° Log CFU.g- ' em 70°C por 30 minutos (min) de exposicdo. A
combinacédo e interacdo de goma xantana, proteina de soro de leite e fruto-oligossacarideos
desempenharam um papel crucial na protecéo geral de L. casei CSL3, possibilitando assim sua
aplicacdo em sopa desidratada mantendo a Vviabilidade de 10 6 Log CFU.g' por



aproximadamente 49 dias e, com isso, aplicando a diversidade de aplicagdes na industria
alimenticia.

Palavras-chave: capsula;, goma xantana; fruto-oligossacarideos; probidticos; simbiéticos e
resisténcia térmica.



Abstract

MENEGAZZI, Guilherme da Silva. Viability of Lacticaseibacillus casei CSL3 against
microencapsulation by spray dryer in different encapsulating materials. 2023. Advisor: Prof. Dr.
Patricia Silva Diaz. 2023. 172f. Thesis (Doctorate in Food Science and Technology) -
Postgraduate Program in Food Science and Technology. Faculty of Agronomy Eliseu Maciel.
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

Probiotics have been increasingly used as dietary supplements, reducing the incidence
of various diseases. Research is involved in the application of these microorganisms, especially
in food for human consumption, but there is a need to improve the method of protecting them
due to the fastidiousness of this group of microorganisms. Techniques such as immobilization
are options studied and applied to protect probiotics. The choice of technique and material for
coating/trapping these microorganisms is extremely important in order to guarantee their viability.
The objective of this work was to develop and maximize the yield of symbiotic capsules produced
with Lacticaseibacillus casei CSL3 through the spray dryer process using different mixtures of
xanthan gum, fructo-oligosaccharides and cheese whey as encapsulating material. The research
was organized into 2 chapters. Chapter | addresses a systematic review of the literature, from
the last 5 years, regarding the state of the art in immobilization, materials used and application
of probiotics in foods, noting that the choice of technigue and coating/entrapment material
involved needs to take into account several factors , such as cost for implementation, processing
time, and quality of the final product considering that many techniques present promising and
efficient results and that materials are generally combined, combining their potential and, finally,
it was found that the application of probiotics goes beyond those classic foods with a probiotic
source, which are dairy derivatives, due to different demands in the probiotic food sector, and a
lot of research that investigates innovative ways, in many cases successfully, in the application
of encapsulated probiotics in vegetable drinks, meat products, dehydrated fruits among others.
Chapter Il sought to develop and maximize the yield of symbiotic microcapsules produced with
Lacticaseibacillus casei CSL3 through the spray dryer process using different mixtures of
xanthan gum, fructo-oligosaccharides and cheese whey as encapsulating material. Maximizing
the encapsulation yield by spray dryer using the SF and SFX mixtures was achieved with values
of 44.7 and 31.4% while the encapsulation efficiency was 98.7 and 99.4%, respectively. During
the entire storage period, both types of microcapsules effectively protected Lacticaseibacillus
casei CSL3 (L. casei CSL3), ensuring the maintenance of minimum cell viability for at least 56
days. Notably, microcapsules containing xanthan gum exhibited superior preservation of cell
viability at both refrigeration and room temperatures. Furthermore, the microcapsules
demonstrated effective protection from L. casei CSL3 during simulated gastrointestinal
conditions, with the SF and SFX microcapsules exhibiting remarkable resistance against bile
acids and salts. During the thermal test, the symbiotic microcapsule produced with the SFX
mixture proved to be more resistant, managing to maintain counts above 10% Log CFU.g™ ! at
70°C for 30 minutes (min) of exposure. The combination and interaction of xanthan gum, whey
protein and fructooligosaccharides played a crucial role in the general protection of L. casei
CSL3, thus enabling its application in dehydrated soup while maintaining the viability of
10 ¢ Log CFU.g! per approximately 49 days and, therefore, applying the diversity of applications
in the food industry.

Keywords: capsule; xanthan gum; fructooligosaccharides; probiotics; symbiotic and thermal
resistance.
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1 Introducéo

A ciénciavem avancando em diversas areas, e na nutricdo nao seria diferente.
Através do desenvolvimento de novos conceitos, com a nutricdo otimizada, a
alimentacdo passou a ser pensada como uma maneira de maximizar as funcbes
fisiologicas de cada individuo desenvolvendo a saude mental, fisica e reduzindo o
risco de desenvolver doencgas ao longo da vida (ROBERFROID, 2002; SAAD, 2006;
DINKCI; AKDENIZ; AKALIN, 2019).

O Japao é o bergo do termo “comida funcional” sendo o termo introduzido na
metade de 1980 como comidas fortificadas com constituintes especiais capazes de
fornecer beneficios a saude do consumidor (BHAT; BHAT, 2011; ROBERFROID,
2011). Assim, um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que
afeta beneficamente uma ou mais funcbes-alvo no corpo através de efeitos
nutricionais adequados, promovendo o bem-estar, salude ou a reducdo do risco de
uma doenga (TIRAPEGUI, 2006; BIGLIARDI; GALATI, 2013).

No Brasil, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999)
alimentos funcionais séo definidos como alimentos que apresentam outros beneficios
além de nutrir, pois contém constituintes que podem auxiliar, por exemplo, na
manutencdo de niveis saudaveis de triglicerideos; na protecdo das células contra 0s
radicais livres; no funcionamento do intestino; na redugédo da absorcéo do colesterol,
entre outros, desde que seu consumo esteja associado a uma alimentacao
equilibrada e a habitos de vida saudaveis.

Os produtos que se encaixam nesta categoria sdo regulamentados pela
Resolucdo Normativa n° 19/1999, que aprova o0 regulamento técnico de
procedimentos para registro de alimento com alegacédo de propriedades funcionais

e/ou de saude em sua rotulagem (ANVISA, 1999).

exemplo: logurte Doogh (POURJAFAR et al., 2020), Suco de laranja (RAMA et al.,
2020), Cha verde (HERNANDEZ-BARRUETA et al., 2020), atuando em diversas

Dentre os alimentos funcionais podemos elencar os probiéticos e prebidticos

(BIGLIARDI; GALATI, 2013). Sendo capazes de promover nutricdo basica, e saude,
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através de mecanismos ndo compreendidos na nutricdo convencional sendo
importante observar que o efeito promovido se restringe a promoc¢éo da saude e nao
a cura de doencgas (SANDERS, 2003).

Em 2001, a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO) em uma reunido para atualizacéo da definicdo de prebioticos definiu como um
componente alimentar invidvel que confere beneficio a saude do hospedeiro
associado a modulacdo da microbiota (PINEIRO et al., 2008). Enquanto que 0s
probidticos, conforme descritos pela (FAO/WHO, 2001) sdo microrganismos, como
bactérias e leveduras que quando administradas em gquantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro.

O trato gastrointestinal humano é colonizado por um complexo ecossistema
cinético de microrganismos que desempenham as fungdes fisioldgicas do individuo
ndo sendo apenas comensais, mas evoluindo de forma simbidtica com outros
microrganismos e com o individuo até que algum microrganismo prejudicial e
potencialmente patogénico se instale e passe a dominar o ecossistema (SAAD, 2006;
MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017). A maioria das bactérias lacticas s&o
reconhecidas como de grau alimenticio e raramente sao relacionadas a infec¢cdes em
humanos. Além disso, muitas dessas bactérias ndo estdo apenas naturalmente
presentes em alimentos animais e vegetais comumente consumidos, mas também
encontradas no trato gastrointestinal de humanos saudaveis (RODRIGUES et al.,
2020).

Porém, os probiéticos sao sensiveis a altas temperaturas, oxigénio e variacées
de potencial hidrogeniénico (pH) (RAZAVI et al, 2021). Em virtude dessa
sensibilidade, sdo geralmente secos facilitando sua aplicagdo, manuseio, transporte
e principalmente aumentando o seu tempo de vida util no produto. No entanto, o
processo de secagem pode acarretar em perda de viabilidade celular dos probiéticos
por utilizar, principalmente altas temperaturas para a obtengcdo do produto final
(SANTIVARANGKA et al., 2006).

Segundo Tripathi e Giri (2014), diversas técnicas de secagem sao utilizadas
para aumentar a vida Util do produto contendo o probidtico, como por exemplo:
secagem ao ar quente, liofilizacdo (freeze dryer), secagem a vacuo e secagem por
pulverizacdo (spray dryer), sendo esta Ultima, a técnica mais barata e mais utilizada

na secagem dos probidticos.
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A maioria destes métodos € baseado do aprisionamento das células
probidticas em polimeros (materiais de parede) como gomas naturais (goma arabica,
alginato de sédio, carragena, goma xantana, agar, pectina, etc.) (ANAL; SINGH, 2007;
LI et al., 2019), proteinas (soro de leite, gelatina, caseina, albumina, glaten, etc.)
(KRASAEKOOPT et al, 2004; GANDOMI et al., 2016), carboidratos (amido,
maltodextrinas, sacarose, lactose, etc.) (GARCIA, 2016; ASHWAR et al., 2018), e
lipideos (cera, parafina, éleos, gorduras) (NOGUEIRA, 2017), sendo estes utilizados
de forma isolada ou em misturas.

Carboidratos como o amido e a maltodextrina sédo amplamente utilizados como
material encapsulante, no entanto, a utilizacdo de Fruto-oligossacarideos (FOS) é
pouco relatada na literatura como material encapsulante devido, principalmente, a sua
baixa temperatura de transi¢do vitrea (RAJAM; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015).
Contudo, essa situacdo pode ser contornada com uma combinacdo de materiais de
alto peso molecular alterando a temperatura de transicdo vitrea tornando possivel a
utilizacdo para o desenvolvimento de capsulas simbioticas (ADHIKARI et al., 2009).

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Tecnologia de
Bioprocessos pertencente ao Centro de Desenvolvimento Tecnolégico (CDTec)-
UFPel com a proposta de produzir capsulas simbiéticas com Lacticaseibacillus casei
CSL3 atraves do processo de Spray dryer utilizando diferentes materiais

encapsulantes.

2 Objetivo

Desenvolver e maximizar o rendimento de capsulas simbidticas produzidas
com Lacticaseibacillus casei CSL3 atraves do processo de Spray dryer utilizando
diferentes misturas de goma xantana, fruto-oligossacarideos e soro de queijo como

material encapsulante.

2.1 Objetivos especificos

Produzir goma xantana de baixa viscosidade sintetizada pela bactéria
Xanthomonas arboricola pv pruni isolado 66;

Estudar as condicbes do processo de secagem por Spray dryer, como a
temperatura do ar de entrada e a concentracdo de solidos solGveis totais na mistura

visando a maximizacdo do rendimento;



15

Imobilizar Lacticaseibacillus casei CSL3 por meio da técnica de Spray dryer,
utiizando goma xantana, soro de queijo e fruto-oligossacarideos em diferentes
concentragoes;

Avaliar a eficiéncia de encapsulacdo e o rendimento do processo apoés a
secagem, a viabilidade ao armazenamento, a sobrevivéncia ao TGl simulado in vitro,
a resisténcia ao tratamento térmico, a morfologia e as caracteristicas fisico-quimicas;

Aplicar Lacticaseibacillus casei CSL3 encapsulado em matriz alimentar e

avaliar a viabilidade celular durante o preparo.

3 Reviséo bibliografica

3.1 Alimentos Funcionais

Os alimentos funcionais s&o alimentos desenvolvidos baseando-se em
conhecimentos cientificos e que se acredita oferecerem beneficios especificos para
a saude aquando do seu consumo (HASLER, 2002).

Estes alimentos necessitam de licensas concedidas pelas autoridades
competentes nos paises onde sdo comercializados e sdo obrigados a ostentar rétulos
gue apresentem as alegacfes de saude autorizadas pelas agéncias competentes.
(SINHA; PARMAR, 2023).

Para que um alimento seja funcional, € preciso que este seja constituido de
ingredientes de ocorréncia natural, fazer parte da dieta usual, exercer um efeito
metabdlico ou fisioldgico para a saude fisica. Além disso, devem proporcionar efeitos
positivos em quantidades ndo toxicas trazendo benéficos a saude humana no
tratamento da obesidade, na prevencao de doengas cardiovasculares, no balanco de
colesterol plasmatico, na prevencdo do cancer entre outros (TIRAPEGUI, 2006;
BIGLIARDI; ALISSA; FERNS, 2012; GALATI, 2013; REIS et al., 20174; REIS et al,,
20178).

Os alimentos funcionais, sdo aqueles que participam da nutricdo basica e
promovem um efeito benéfico a salde e ao bem-estar de um individuo fornecendo
nutrientes que contribuem com valor nutricional. Eles passaram a se concentrar nos
aditivos alimentares capazes de fornecer um efeito benéfico a composicdo da
microbiota intestinal sendo, atualmente, os probidticos e prebidticos e aditivos
alimentares que compdem esses alimentos funcionais (FREIRE; SILVA; MAGRI,
2001; MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002; SAAD, 2006).
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3.2 Probidticos, Paraprobioticos, Pos-bioticos, Prebidticos e Simbidticos
3.2.1 Probidticos

A histéria moderna dos probidticos comeca no inicio de 1900, com os estudos
pioneiros de Elie Metchnikoff, um cientista russo que investigou os possiveis efeitos
dos microrganismos envolvidos em processos de fermentagédo na saude humana. Ele
associou maior longevidade aos individuos que consumiam regularmente produtos
fermentados como o iogurte (GASBARRINI et al., 2016). Apos 56 anos, Lilly e Stillwell
(1965) observaram que alguns microrganismos secretavam estimuladores de
crescimento para outros promovendo um efeito positivo, levando a inducdo do termo
probidtico.

A primeira vez que o termo probidtico foi utilizado foi em 1960 por Parker,
seguido de Fuller que enfatizou, em 1989, os probiéticos como microrganismos Vivos
gue afetam positivamente a salde de animais endotérmicos, restaurando a microbiota
natural. Nos proximos anos, Haveenar (1992) definiu os probiéticos como cultura
pura ou mista de bactérias viaveis que, quando utilizadas no ser humano contribui
beneficamente com a microbiota natural do individuo. A ampliagdo da definicdo de
probidticos surgiu com Salminen e Schaafsma (1996) por ndo limitar os efeitos a
salude somente aos microrganismos presentes na microbiota intestinal
(ZENDEBOODI et al., 2020).

De acordo com Salminen e Schaafsma (1996), um probi6tico é uma cultura
microbiana viva ou um produto lacteo cultivado que influencia beneficamente a saude
e a nutricdo do hospedeiro. Segundo Schaafsma, os probidticos sdo microrganismos
Vivos que, ao serem ingeridos em quantidade adequada, exercem efeitos sobre a
saude além da nutricdo basica inerente, enquanto Schrezenmeir e De Vrese (2001)
consideraram que probidticos sdo microrganismos Vivos que exercem efeitos
benéficos a saude independentemente do local de acdo (ZENDEBOODI et al., 2020).

Uma das definicdes ainda muito utilizada pelos pesquisadores como critério de
aplicacdo em drogas, suplementos e alimentos probidticos, € proposta pela FAO/OMS
(2001), que definiu como “microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Em 2014, foi
convocado um painel de especialistas pelo International Scientific Association for

Probiotics and Prebiotics (ISAPP) a fim de rever o conceito de probidtico sendo
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mantida a definicdo proposta pela FAO/OMS (2001) (HILL et al., 2014). No entanto,
evidéncias recentes sugerem que a viabilidade bacteriana ndo € necessaria para
atingir os efeitos de promoc¢édo da saude, uma vez que nem todos mecanismos e
beneficios clinicos estdo diretamente relacionados a bactérias viaveis (AGUILAR-
TOALA et al., 2018).

Os probidticos sdo tipicamente microrganismos membros das espécies
Lactobacillus e Bifidobacterium (LI et al., 2019). Os probi6ticos tem um grande
potencial para modificar a microbiota intestinal do individuo. O género Lactobacillus
ssp., tem recebido muita atencdo em virtude do seu potencial probiético com
avaliacéo das cepas L. acidophilusLA1L, L. acidophilus NCFB 1748, Lactobacillus GG,
L. casei Shirota, Lactobacillus gasseri ADH e Lactobacillus reuteri apresentando
efeitos clinicos como o aprimoramento imunolégico, reducdo da atividade das
enzimas fecais, prevencdo de disturbios intestinais e reducdo da diarreia viral (BATT;
TORTORELLO, 2014).

Para a producéo de alimentos probidticos a escolha de uma cepa apropriada
€ essencial devido a necessidade de um alto nimero de células viaveis (vivas)
durante o consumo. Também séo critérios importantes para a selecdo da cepa
probidtica as propriedades sensoriais, viabilidade durante o processamento e
estabilidade durante o armazenamento dos alimentos (MATTILA-SANDHOLM et al.,
2002; TALWALKAR; KAILASAPATHY, 2004).

Como organismos Vivos, as bactérias probidticas, assim como a maioria dos
seres vivos, estdo em constante interagdo com o0 meio em que vivem sendo expostas
a condicdes, muitas vezes, desfavoraveis a seu desenvolvimento. Os probioticos sao
obtidos através de fermentacdo e para que haja o desenvolvimento celular fatores
como a temperatura, contetado de oxigénio, acidez e potencial hidrogeniénico (pH) do
meio de cultivo, umidade, atividade de agua e estresse osmoético sdo de extrema
importancia (DINKCI; AKDENIZ; AKALIN, 2019).

O efeito benéfico a saude promovida pelos probidticos esta intimamente
associada a manutencéo da viabilidade celular nas quantidades recomendadas nos
alimentos, em todas etapas do seu processamento, até o consumo. A fim de garantir
propriedades terapéuticas, € necessario que esteja presente uma quantidade minima
de 10%-107 unidades formadores de coldénia (CFU g1) no produto final (DA CRUZ et
al.,, 2010; ESPIRITO-SANTO et al., 2011; TRIPATHI, GIRI, 2014).
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3.2.2 Paraprobi6ticos e pos-bioticos

Os para-probiéticos, também conhecidos como probiéticos ndo viaveis ou
probidticos inativados, refere-se as células microbianas inativadas ou subprodutos
metabdlicos de microrganismos probidticos que possuem atividade biolégica no
hospedeiro (AGUILAR-TOALA et al., 2018). Apesar dos beneficios dos probioticos
comprovados para a saude, células microbianas ndo viaveis, ou fracdes inativadas
podem ter vantagens, reduzindo o risco de translocacdo microbiana ou infeccéao
demonstrada por alguns probioticos. A inativagcdo celular bacteriana pode ser obtida
por condicdes fisicas (perturbacdo mecanica, tratamento térmico ou métodos de
irradiacao UV, alta pressdo hidrostatica e liofilizacdo) ou quimicas (desativacdo acida)
gue pode alterar as estruturas celulares microbianas ou suas fungdes fisiologicas, e
dessa forma, as bactérias tornam-se incapazes de multiplicarem-se e, assim, retém
os efeitos benéficos a salde que a sua forma viavel fornece (AGUILAR-TOALA et al.,
2018).

As células inativadas podem liberar componentes bacterianos com importantes
efeitos imunomodulatérios e com propriedades antagbnicas contra patdgenos.
Diferentes componentes bacterianos como acidos lipotedicos, peptidoglicanos ou
exopolissacarideos estédo, supostamente, envolvidos em mecanismos responsaveis
por exercer efeitos benéficos a satde do hospedeiro (PIQUE et al., 2019).

A aplicacdo de para-probitticos em alimentos pode oferecer certas vantagens
em relacdo aos probidticos como menor ou nenhuma interagdo com outros
componentes dos produtos alimentares, que poderiam diretamente refletir na vida Util
do produto; maior facilidade de processamento como a possibilidade de ser
adicionado antes do tratamento térmico com manutencdo das suas propriedades
exigidas para os beneficios a saude pretendidos; simplicidade de armazenamento e
transporte, 0 que pode resultar em maior facilidade para administracdo como
suplementos para individuos imunocomprometidos (DE ALMADA et al., 2016).

Em geral, os pos-biéticos incluem bacteriocinas, acidos organicos, etanol,
diacetil, acetaldeidos e peroxido de hidrogénio. Além desses, certos probioticos
inativados pelo calor também podem reter estruturas bacterianas importantes que
podem exercer atividade biolégica no hospedeiro. Os pos-bidticos ndo sao tdxicos,
nem patogénicos e resistem a hidrélise por enzimas de mamiferos (GEORGE KERRY
et al., 2018).
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Neste contexto, Zendeboodi et al., (2020) propde uma nova terminologia para
abranger todos os estados de beneficios para satde mencionados na literatura até
entdo, pelo fato dos termos para-probidticos e pos-bidticos serem considerados
confusos e ambiguos. Para isto probidtico foi definido como “microrganismos viaveis
ou células ndo viaveis (vegetativa ou esporo; intacta ou rompida) que €
potencialmente promotor de saude para o hospedeiro”. Incluindo probidtico
verdadeiro (viavel e ativo), pseudo-probiético (viavel, inativo, nas formas vegetativo
ou esporo) e probidtico fantasma (inviavel, inativo, nas formas intacta ou rompida)
(ZENDEBOODI et al., 2020).

3.2.3 Prebidticos e simbidticos

Por outro lado, os prebidticos, de acordo com o ISAPP, sdo atualmente
definidos como um “substrato que é usado seletivamente por microrganismos
hospedeiros, conferindo um beneficio a saude”, podendo ser adicionado a diferentes
formulagcbes de alimentos para desenvolver produtos com alegacfes funcionais
(HUTKINS et al., 2016; GIBSON et al., 2017).

Uma vez ingeridos nos alimentos, os prebioticos ao chegarem no trato
gastrointestinal podem induzir a ativacdo e/ou desenvolvimento metabdlico de
microrganismos benéficos que residem na microbiota intestinal através da
seletividade do substrato (MARTINEZ et al., 2015).

Diferentes ingredientes a base de fibra alimentar e fibras soluveis dietéticas
sdo estudadas como potenciais prebidticos, sendo 0s mais conhecidos o0s
frutooligossacarideo (FOS), inulina, galactooligossacarideos (GOS),
xilooligosascarideos (XOS), lactulose, amido resistente, pectina e [(-glucanas
(FAN et al., 2019; SANTOS et al., 2019; ZENG et al., 2019; SENES-GUERRERO et
al., 2020). Alguns outros carboidratos ndo digeriveis tém sido estudados pelo seu
potencial como prebidticos como o isomalto-oligossacarideo (IMO), os xilo-
polissacarideos (XPS), polidextrose e arabinoxilanas (WU et al.,, 2017; HO et al.,
2018; COSTA et al., 2019; CHEN et al., 2019).

Ha também, alguns compostos ndo carboidratos que tem sido estudado como
potenciais prebiodticos tais como: minerais, polifendis e acidos graxos poli-insaturados
(GIBSON et al., 2017). Mesmo assim, a maioria dos dados disponiveis na literatura
cientifica sobre os potenciais efeitos prebidticos estao relacionados com FOS e inulina

(MARTINEZ et al., 2015). Ao realizar a combinacéo de probioticos e prebioticos de
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forma simultinea em matrizes alimentares, uma atividade sinérgica pode ser
conferida, desenvolvendo desta forma um produto com carater simbiético (WU et al.,
2018).

No geral, esta interacao oferece grande potencial para o desenvolvimento de
produtos funcionais, bem como, a combinacdo entre ingredientes prebiodticos e o
microrganismo probidticos pode oferecer salde ao hospedeiro e também estabilidade
aos produtos ao londo do seu periodo de armazenamento (SANDERS; MARCO,
2010; KOLIDA; GIBSON, 2011; MARTINEZ et al., 2015).

O termo “simbidtico” foi introduzido por Gibbs e Roberfroid (1995) a fim de
descrever uma combinacdo de prebidticos com probidticos de acdo sinérgica. A
combinacdo de ambos 0s componentes em um Unico produto deve proporcionar um
efeito superior quando comparada com a atividade de ambos os componentes
isoladamente (BENGMARK, 2005).

Essa abordagem engloba, também, a ideia de que a simbiose ndo melhora
apenas a sobrevivéncia dos microrganismos benéficos nos alimentos, mas também
estimula a proliferacdo de cepas bacterianas especificas que habitam o trato
gastrointestinal (TESFAYE et al., 2019). A simbiose entre prebioticos e probidticos
possibilita uma grande variedade de combinagdes e sua aplicagcéo para a modulacao

da microbiota intestinal em humanos parece promissora (SCAVUZZI et al., 2014).

3.3 Bactérias Acido laticas

As bactérias acido laticas (BAL) podem ser descritas, de forma geral, como
cocos ou bastonetes gram-positivos, catalase negativa, ndo esporulados,
desprovidos de citocromos, de habito ndo aerdébio, mas sendo aerotolerantes, nao
moéveis, tolerantes a acidos e estritamento fermentativos, produzindo acido latico
como o principal produto durante a fermentagcdo de carboidratos (PFEILER;
KLAENHAMMER, 2007; HAYEK; IBRAHIM, 2013; KOCKOVA; DILONGOVA;
HYBENOVA, 2013).

Taxonomicamente, as espéciesde BAL sdo encontradas em dois filos distintos,
sendo eles os Firmicutes e Actinobacterias. Dentro do filo Firmicutes, as BAL
pertencem a ordem Lactobacillales e inclui os seguintes géneros: Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Tetragenococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Weissella, Alloiococcus,

Symbiobacterium e Vagococcus sendo todos os organismos com baixo teor de
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guanina-citosina  (31-49%) (PFEILER; KLAENHAMMER, 2007; KOCKOVA:;
DILONGOVA; HYBENOVA, 2013; WEDAJO, 2015). Dentro do filo Actinobacteria, as
BAL pertencem aos géneros Atopobium e Bifidobacterium (WEDAJO, 2015).

Bactérias acido lacticas tem suas capacidades biossintéticas limitadas e, em
razado disso, demandam uma quantidade elevada de fontes de carbono e nitrogénio,
necessitando de habitats nutricionalmente ricos com alto teor de carboidratos como
plantas, leite, alimentos fermentados, carnes, vegetais e superficies mucosas do
corpo humano onde afermentacdo pode ocorrer (WEDAJO, 2015; PENG et al., 2020).

A capacidade das BALs de colonizar uma grande variedade de habitats é
devido a ampla versatilidade metabdlica das mesmas podendo, algumas espécies,
serem encontradas no trato respiratorio, intestinal e genital de humanos e animais
(WEDAJO, 2015). Sendo assim, ndo é surpresa que esta classe de microrganismos
venha sendo utilizado por décadas na preservacdo de alimentos, tendo um amplo
consumo humano e certificadas como “geralmente reconhecido como seguro
(GRAS)” (KLAENHAMMER et al., 2005).

As BALs, sdo bactérias industrialmente importantes sendo amplamente
utilizadas na fermentacdo e preservacdo de alimentos, variando de culturas
iniciadoras até probidticos em suplementos dietéticos, agentes de bioconversao,
preparacdes farmacéuticas e sintese quimica (WEDAJO, 2015; PENG et al., 2020).

Outra forma de dividir as BALs é de acordo com a sua utilizagdo dos agucares
disponiveis para a fermentacdo, sendo assim, classificadas em: Homofermentativo,
heterofermentativo e heterofermentativo facultativo, conforme (Figura 1). Para os
géneros homofermentativos, como por exemplo, Pediococcus sp., Streptococcus sp.,
Lactococcus sp. e alguns Lactobacilos, as hexoses sdo metabolizadas por enzimas
da via glicolitica de Embden-Mayerhoff sendo mais de 90% do substrato convertido
em &cido latico durante o metabolismo anaerdbico. Géneros heterofermentativos,
Weisella sp., Leuconostoc sp. e alguns Lactobacilos, metabolizam hexoses pela via
de Warburg-Dickens, isto €, pentose-fosfato, e durante o processo apenas 50% do
substrato € convertido em &cilo latico, sendo restante metabolizado em &acido acético,
acido férmico e etanol. De forma facultativa, alguns Lactobacilos heterofermentativos,
podem metabolizar hexoses por meio de ambas as vias, no entanto, quando ha
deficiéncia de acUcares fermentaveis, a via Warburg-Dickens se predomina
(HUTKINS, 2006; KOCKOVA; DILONGOVA; HYBENOVA, 2013;).
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Figura 1 - Apresentacdo resumida da fermentacdo de bactérias homofermentativas
e heterofermentativas.
Fonte: Ventura, 2007.

Na fermentagcdo de alimentos, ha trés principais vias envolvidas no
desenvolvimento do sabor caracteristico nos produtos alimenticios sendo eles:
glicolise (fermentacdo de acuUcares), a lipolise (degradacdo das gorduras) e a
protedlise (degradacéo das proteinas) (HAYEK; IBRAHIM, 2013; WEDAJO, 2015).

O produto da fermentacdo dos carboidratos € o lactato e uma fracdo de
piruvato intermediario, que pode ser convertido em diacetil, acetoina, acetaldeido ou
acido acetico (BINTSIS, 2018). Ja4 na degradacéo das gorduras, as BALs apresentam
pequena participagdo sendo a protedlise a principal via bioquimica relacionada a
degradacdo destes componentes que posteriormente podem ser convertidos em
varios alcoois, aldeidos, &cidos, ésteres e compostos de enxofre relacionados ao
desenvolvimento de sabores especificos em alimentos (SOUSA; ARDO,;
MCSWEENEY, 2001; AMMOR; MAYO, 2007).

Além das caracteristicas que sédo capazes de conferir aos alimentos, as BALs
tém a capacidade de controlar o crescimento de fungos e remover substancias que
contaminam o0s alimentos, como por exemplo, as micotoxinas, formar compostos
antimicrobianos capazes de biopreservar os alimentos contribuindo para a reducéo
de conservantes, controlando o uso abusivo de antibiéticos, reduzindo a temperatura

ou outros tratamentos convencionais de esterilizacdo sendo, também, considerada
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como um grupo principal de bactérias probidticas (BINTSIS, 2018; PERCZAK et al.,
2018).

3.4 Encapsulacéao

A encapsulacdo de probioticos pode ser definida como a tecnologia que
permite aprisionar as células em capsulas seladas a fim de isolar as células do meio
externo. As capsulas, por sua vez, permitem a protecao e liberacdo do seu contetudo
em taxas controladas sob a influéncia de condi¢bes de processamento e ambientais
no meio intestinal (MADENE et al., 2006).

O encapsulamento € um processo fisico-quimico ou mecéanico para aprisionar
uma substancia em um material para produzir particulas com diametro de alguns
nanbémetros (nm) micrébmetros (um) e alguns milimetros (mm) (CHEN; CHEN, 2007).

De acordo com o tamanho da particula, a tecnologia é denominada de
microencapsulacdo (de 3 a 800 um) ou nanoencapsulacao (de 10 a 1000 nm). O uso
de nano/microencapsulacdo pode ajudar a substancia encapsulada, denominada
como material de nulcleo, a serem entregues diretamente no local alvo, bem como
serem protegidas, melhorando, assim, sua biodisponibilidade (BURGAIN ET AL.,
2011; KWAK, 2014; REQUE; BRANDELLI, 2021).

A encapsulagdo de probioticos pode promover sua viabilidade e funcionalidade
em produtos alimenticios, no entanto, a utilizacdo da micro e/ou nanoencapsulacao
na industria de alimentos € restrita devido ao sortimento limitado de agentes e de
tecnologias que sejam geralmente reconhecidas como seguras (GRAS) (KWAK,
2014; CASSANI et al., 2020).

Segundo Krasaekoopt et al., (2003), esta pode ser a melhor forma de protecéo
para as bactérias. No entanto, a encapsulacdo de probidticos ndo € uma técnica
simples e muitos fatores devem ser observados como: a técnica deve ser simples e
nao deve reduzir a viabilidade probidtica; os materiais utilizados devem ser seguros a
saude e compativeis com os alimentos e a eficiéncia de encapsulacdo deve ser a
mais alta possivel (DINKCI; AKDENIZ; AKALIN, 2019).

Outro ponto importante a ser avaliado € a manutencdo da viabilidade das
células probioticas e de sua biodisponibilidade no hospedeiro durante a producédo de
alimento contendo estes microrganismos. Assim, a encapsulacdo parece ser uma das

técnicas mais promissoras para proteger os probidticos contra as condi¢cbes
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ambientais adversas por aprisionamento dentro de uma matriz de material polimérico
(REQUE; BRANDELLI, 2021). Tanto células quanto moléculas bioativas, como
antioxidantes, enzimas, polifendis e micronutrientes podem ser envolvidos dentro de
materiais encapsulantes para formar materiais encapsulados (REQUE; BRANDELLI,
2021).

As técnicas de encapsulacdo podem ser classificadas em trés grandes
categorias principais: extrusdo, emulsdo e desidratacdo (CASSANI et al., 2020). O
método escolhido ira determinar as caracteristicas e propriedades do produto final
(SARAO; ARORA, 2017). Enquanto que o processo de encapsulacao € realizado
geralmente em trés etapas: Na primeira, 0 composto de interesse € incorporado em
um solido (aglomeragéao ou adsor¢ao) ou liquido (dissolucao ou dispersédo), enquanto
no segundo estagio, a matriz liquida é dispersa ou pulverizada no caso de uma
solucdo de matriz solida. A terceira fase corresponde a estabilizacdo do sistema
através de uma (evaporacéo, solidificacdo, coalescéncia), quimica (polimerizacao) ou
processo fisico-quimico (gelificacdo). Além disso, essas particulas também podem
ser obtidas usando lipossomas, inclusdo molecular, coacervagédo ou co-cristalizacao
(SARAO; ARORA, 2017).

A maioria dos alimentos contendo probioticos disponiveis no mercado séo
enriquecidos com microrganismos probiéticos livres, enquanto uma pequena parte
realiza a aplicacdo destes microrganismos de forma encapsulada (DE PRISCO;
MAURIELLO, 2016). Ao serem incorporados em matrizes poliméricas comestiveis se
tornam embalagens (bio)ativas de alimentos, representando uma alternativa natural
aos antibiéticos para controle de microrganismos patogénicos/deteriorantes e
melhorar a seguranca alimentar, além de seu papel na promocdo da salde do
consumidor (ESPITIA et al., 2016).

De acordo com Misra et al., (2021) a co-encapsulacédo de bactérias probioticas
com substancias bioativas, como prebiéticos, acidos graxos 6mega-3, curcuminoides
e antioxidantes na mesma matriz, e depois, incorporados em uma matriz alimenticia,
além de aumentar a bioatividade de ambos, tem o potencial de gerar beneficios

sinérgicos a saude.
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3.4.1 Tipos de encapsulacao

3.4.1.1Spray dryer

A técnica de secagem por pulverizacdo (Spray dryer), comumente utilizada na
indlstria de alimentos, gera particulas esféricas em forma de p6 seco com
propriedades desejadas, como boa fluidez, baixa umidade residual e especifica,
distribuicdo de tamanho e forma uniformes (BROECKX et al., 2016; RODRIGUES et
al., 2020). De forma geral, esta técnica consiste na disperséo, via atomizacdo, de uma
solugdo contendo o microrganismo probidtico e 0 agente encapsulante em uma
camara de secagem com elevada temperatura promovendo a solidificacdo quase
instantaneamente sendo, entdo, separadas do ar umido por meio de um filtro ou
ciclone afim de coletd-las (RAY etal.,, 2016; DE LA CRUZ PECH-CANUL et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2020).

Assim, a secagem por pulverizagdo oferece vantagens em comparagéo a
outras técnicas por ser um processo rapido, ser realizado com diversos materiais
encapsulantes, ser mais facilmente escalavel, ser verséatil a ponto de poder ser
aplicado com diversas culturas e grandes volumes em tempo relativamente curto,
realizar a liberacdo rapida dos microrganismos se o material escolhido for de facil
dissolucdo (BROECKX et al., 2016).

No entanto, as altas temperaturas durante o processo podem inativar 0s
microrganismos e, com isso, as condicdes de processo como as temperaturas do ar
de entrada e de saida, fluxo de ar juntamente com o material encapsulante escolhido
sdo de extrema importancia para a otimizacdo do processo e das particulas
produzidas reduzindo o estresse que 0s microrganismos probidticos enfrentam
durante o processamento garantindo, assim, a viabilidade celular (RATHORE et al.,
2013; BROECKX etal., 2016; RODRIGUES et al., 2020).

Barajas-Alvarez; Gonzéles-Avila; Espinosa-Andrews, (2022) avaliaram o efeito
de diferentes materiais de parede (Agave frutano, maltodextrina, inulina e trealose)
misturadas com goma ardbica nas propriedades fisico-quimicas, eficiéncia de
encapsulacao, e viabilidade do L. rhamnosus HNOO1 por spray dryer sob condi¢des
de armazenamento e condi¢bes gastrointestinais simuladas obtiveram a maior
eficiéncia utilizando a mistura goma arabica/maltodextrina (93%). exposicao Apos as

condicbes gastrointestinais simuladas os probidticos encapsulados com goma
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ardbicaltrealose demonstraram perda de viabilidade de 3 Log CFU g~ ', mantendo a

viabilidade acima de 6 Log CFU.g™".

3.4.1.2 Liofilizacao

Aliofilizacdo, também denominada de criodessecacao e secagem a frio, € uma
técnica em que o solvente € congelado e sublimado, em um ambiente de presséo
reduzida (DE LA CRUZ PECH-CANUL et al, 2020). Frakolaki et al., (2020)
mencionam que esta técnica € a mais popular para compostos sensiveis ao calor,
como microrganismos probidticos. No entanto, apresenta como desvantagens a alta
demanda de energia, o longo tempo de processamento além de um efeito negativo
na sobrevivéncia dos microrganismos em virtude de afetar o estado dos lipideos da
membrana celular e a estrutura das proteinas sendo necessario a utilizacdo de
crioprotetores, consiste em uma unidade de operacdo com custo mais elevado,,
algumas substancias podem ser perdidas em virtude do vacuo utilizado e a secagem
de grandes materiais pode levar meses (NEDOVIC et al., 2011; SHUKLA, 2011; NAG;
DAS, 2013; ANTHERO et al., 2021).

Segundo Broeckx et al., (2016), durante o congelamento formam-se cristais de
gelo, sendo seu aumento de tamanho dependente da taxa de congelamento e da
temperatura, capazes de danificar a parede celular dos microrganismos. No entanto,
com a cristalizacdo da agua pode haver a concentracdo de solutos ocasionando
danos quimicos e osmoticos que também podem prejudicar 0os microrganismos
(MALTESEN; VAN DE WEERT, 2008). Comisso, € aconselhavel que o congelamento
seja realizado de forma rapida para que os cristais de gelo formados sejam menores
evitando, assim, extensos danos celulares (FOWLER; TONER, 2006).

Li et al., (2019) realizaram a encapsulacdo de L. casei BNCC 134415 por
liofilizac&o utilizando proteina isolada, goma gelana e acetato ftalado de celulose em
combinagdo como materiais encapsulantes avaliando a viabilidade celular durante o
armazenamento, resisténcia ao aquecimento e o rompimento no trato gastrointestinal
constataram que as particulas formadas foram capazes de proteger os probidticos
frente ao estresse provocado pelo aquecimento, durante a passagem pelo trato

gastrointestinal e ao armazenamento.
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3.4.1.3 Extruséo

A extrusdo € uma técnica fisica que realiza encapsulacdo de microrganismos
probidticos utilizando como material encapsulante hidrocoléides como alginato e
carragena, por exemplo (BURGAIN et al., 2011). Nesta técnica se produz uma
solucdo com o hidrocoléide e os probidticos que € injetada em uma extrusora (escala
piloto) ou uma agulha de seringa (escala laboratorial) sendo o conteddo da mistura
gotejado em uma solucdo de gelificacdo ou endurecimento como cloreto de calcio
(GOUIN, 2004).

As principais vantagens desta técnica sdo a suavidade das condigOes de
processo, possibilidade de uso de diferentes materiais de revestimento, as particulas
podem ser secas ao ar, 0 processo de preparacao € simples além da estabilidade das
particulas de gel através do armazenamento. No entanto, apesar das condi¢cbes
favoraveis mencionadas, esta técnica é lenta, dificil de realizar o processo de
escalonamento e requer o uso de solugBes de hidrocolbides de baixa viscosidade
(GOUIN, 2004; RODRIGUES etal., 2020).

Dentre todas as modificagbes que podem ser realizadas durante a aplicagao
desta técnica, os fatores que podem influenciar o tamanho das particulas geradas
estd o diametro do bico, a distancia entre a saida da solucdo de hidrocoldides e a
solucdo de reticulacdo catibnica, e viscosidade/taxa de fluxo da mistura célula-
hidrocol6ide (DONG et al., 2013).

Etchepare et al, (2016) realizaram a encapsulacdo de Lactobacillus
acidophilus utilizando a técnica de extrusdo com amido e quitosana avaliando a
viabilidade celular frente a passagem pelo trato digestivo e ao armazenamento em
diferentes temperaturas e reportam que a adicdo destes materiais afetou
positivamente a sobrevivéncia dos microrganismos tanto nos teste de resisténcia

gastrointestinal quanto durante o armazenamento.

3.4.1.4 Gelificacéao
Esta técnica de encapsulamento é baseada na capacidade de polissacarideos
anionicos formar gel na presenca de ions (SILVA etal., 2006; BUREY etal., 2008). A
formacgdo das particulas por gelificacéo tém sido realizadas principalmente por dois
processos, sendo eles a gelificacdo interna e externa.
A gelificac&o interna realiza a producdo das particulas através da adi¢cdo de

sais diretamente na solugdo polimérica contendo o material de nicleo, onde
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posteriormente, € realizada a diminuicdo do pH, com adi¢do de solucdo acida, a fim
de liberar os ions, permitindo a complexacdo com o0s grupos carboxilicos. Por sua
vez, na gelificacdo externa uma solugcdo polimérica contendo o material de nucleo é
gotejada sobre uma solucdo ibnica podendo-se obter encapsulado e particulas de
diferentes formas e tamanhos através da interacdo dos ions com 0S grupos
carboxilato dos polissacarideos resultando na formacao de géis insollveis.

Uma vez realizado este processo, o endurecimento das particulas ocorre
instantaneamente, comecando na superficie onde os ions reagem com as cadeias
poliméricas carregadas negativamente, formando uma estrutura rigida tridimencional,
com alto teor de agua, meio pelo qual os ions se difundem para os interior
favorecendo a reticulacdo do exterior para o interior (SMRDEL et al, 2008;
HELGERUD et al., 2009; SCHOUBBEN et al., 2010).

Segundo Patil et al., (2010), a gelificacdo € um processo simples, que nao
utiliza solventes organicos, altas temperaturas ou pH extremos tornando-se de baixo
custo em comparacdo com outras técnicas. Além disso, permite encapsular
substancias hidrofobicas e hidrofilicas (MCCLEMENTS, 2005).

No entanto, mesmo que as capsulas produzidas por esta técnica sejam
capazes de proteger o material de nicleo, estas sdo sensiveis a valores de pH
extremos. Para contornar isso, pode-se modificar a estrutura do gel a partir da
combinacédo de diferentes tipos de biopolimeros aproveitando, assim, a vantagem de
cada composicao quimica dos compostos pela sua interacao (PATIL et al., 2010).

Silva et al., (2018) realizaram a encapsulacdo de L. acidophilus utilizando a
gelificacdo como técnica encapsulante com e sem adicdo de FOS como material de
revestimento e aplicacdo em yogurt de forma livre e encapsulada avaliando a
viabilidade ao armazenamento e a passagem ao trato gastrointestinal, em ambas as
condi¢cdes, constataram que a adi¢cdo do FOS promoveu um acréscimo na viabilidade
dos microrganismos frentes as condigcdes expostas quando comparado com 0S

microrganismos livres.

3.4.1.5 Emulsificagcéo

Neste tipo de técnica, um pequeno volume de uma suspensdo de célula-
polimero (fase descontinua) é adicionada a um grande volume de um Oleo vegetal

(fase continua). A mistura € homogeneizada para formar uma emulsédo de agua em
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6leo que, uma vez formada, o polimero solivel em agua deve ser insolubilizado
(reticulado) formando pequenas particuas de gel dentro da fase oleosa
(KRASAEKOOPT; BHANDARI;, DEETH, 2003).

A técnica de emulsificacao € utilizada para a encapsulacéo devido ao seu baixo
custo, formulacées que podem ser facilmente modificadas em condi¢Ges brandas de
processo proporcionando alta retencdo celular além de ndo requerer equipamentos
sofisticados e reagentes caros possibilitando, para os probiéticos, uma vantagem de
ndo utilizar altas temperaturas com uma alta eficiéncia em particulas de pequeno
tamanho (TAKEI et al., 2009).

A emulsificacdo € capaz de formar particulas com tamanho entre (25um a
2mm) sendo que esta variacao esta relacionada com as condi¢des de processo como
a velocidade de agitacédo e o tipo de emulsificante utiizado (KRASAEKOOPT,;
BHANDARI; DEETH, 2003).

Elvan, Baysal e Harsa (2022) estudaram a encapsulacao de Lactiplantibacillus
pentosus NRRL B-227 utilizando proteina do soro de leite e goma xilana como
material encapsulante avaliando a viabilidade celular durante a passagem pelo trato
gastrointestinal, armazenamento e sua impregnacao em azeitonas observaram que a
encapsulacao conseguiu manter a viabilidade celular durante o armazenamento por
guatro semanas, mantendo a contagem na superficie da azeitona em 106-107 CFU/g
e aumentando em 60% a viabilidade celular durante a passagem no trato
gastrointestinal.

Ao analisar os artigos resultantes da busca além de todas as técnicas,
materiais e alimentos encontrados foi possivel observar, também, que ao se tratar de
paraprobidticos e pos-biéticos, nos poucos artigos encontrados, ndo ha mencbes a
respeito da aplicacdo destes de forma encapsulada e sim, relatos a respeito da
inativacdo das células e o estudo de seus efeitos de forma livre como pode ser

observado nos estudos de Almada et al., (2021), Barros et al., (2021).

3.5 Materiais encapsulantes

Os materiais encapsulantes, também mencionados como, matriz de
encapsulamento, material de revestimento, parede, casca, membrana, Sao quais
materiais que podem ser sintetizados a partir de uma ampla gama de polimeros
naturais e sintéticos utilizados para realizar a protecdo de quaisquer composto de

interesse (RAZAVI et al, 2021). A escolha do material apropriado para o
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encapsulamento de células probidticas é essencial para a estabilidade e propriedade
das particulas produzidas melhorando a viabilidade durante o processamento e
armazenamento prolongado (RODRIGUES et al.,, 2020; RAZAVI et al., 2021). Essa
selecdo do material encapsulante depende de varios fatores, incluindo a propriedade
dos probidticos para encapsular, a compatibilidade entre o probiéticos e o material
encapsulante e as propriedades desejadas do produto final (FREIBERG; ZHU, 2004,
GHARSALLAOQUI et al., 2007).

Além disso, o material encapsulante para que possa ser utilizado, ndo deve
apresentar toxicidade, podendo influenciar diretamente na morfologia, diametro e
permeabilidade das particulas, deve proteger as células frente a fatores ambientais,
como calor, oxigénio, luz e umidade durante o processo de encapsulacao,
armazenamento e transito no sistema gastrointestinal, apresentar baixa
higroscopicidade, viscosidade, elevada solubilidade em agua, boa capacidade de
retencdo, ser neutro ao sabor, ser possivel controlar o seu rompimento de forma
satisfatoria e possuir aprovacado dos orgaos reguladores como a Food and Drug
Administration (FDA/EUA) e European Food Safety Authority (Europa) para sua
aplicacdo na industria alimenticia (RATHORE et al., 2013; RAY; RAYCHAUDHURI;
CHAKRABORTY, 2016; CHEN et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020). No Brasil, a
regulamentacdo para uso de novos ingredientes para consumo humano, é feito pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e dentro das suas atribuicées ha
um guia para comprovacdo da seguranca de ingredientes e alimentos para o
consumo. (ANVISA, 2019).

Segundo a ANVISA, 2019, os ingredientes sao definidos como substancias
utilizadas no preparo ou na fabricacéo de alimentos, e que estédo presentes no produto
final em sua forma original ou modificada sendo sua comprovacdo de seguranca
realizada a partir das informacdes encaminhadas a respeito da finalidade de das
condi¢cOes de uso do ingrediente.

Os materiais encapsulantes podem ser aplicados utilizando apenas um
material ou uma mistura de dois ou mais materiais. Isso porque apenas um material
pode ndo fornecer todas as caracteristicas desejaveis que se espera, enquanto que
a combinacao de dois ou mais permite o desenvolvimento de diversas caracteristicas
desejaveis desenvolvendo uma variedade de sistemas de entrega bem como
propriedades melhoradas de protecédo (RAZAVI et al., 2021).
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Diferentes polissacarideos, proteinas e lipidios tem sido utilizado para
encapsular células probidticas, particularmente, polimeros naturais sollveis em agua
e suas combinacbes permitindo o uso de técnicas brandas e consequentemente
mantendo a integridade celular dos microrganismos encapsulados (RAJAM;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015; ARSLAN-TONTUL; ERBAS, 2017; RODRIGUES
et al., 2017).

Assim, h4 uma diversidade de materiais que podem ser utilizados como
material encapsulante, como carboidratos (alginato de sédio, pectina, quitosana,
carragena, frutoologossacarideos, amido, dextrana, agarose, celulose, pululano),
gomas (goma ardbica, goma gelana, goma xantana), proteinas (gelatina, caseina,
albumina, soro de leite e queijo, gliten, proteina de ervilha, proteina isolada de soja),
lipideos (cera, parafina, 6leos, gorduras) (GARCIA, 2016; NOGUEIRA, 2017; RAZAVI
et al., 2021).

3.5.1 Proteinas do soro de queijo

As proteinas do soro de queijo sdo muito utilizadas como material de
revestimento para encapsulacdo de probidticos devido a suas propriedades
nutricionais agregadas (LOYEAU et al., 2018). As proteinas isoladas do soro de leite
consistem em caseina, uma fosfoproteina e nas proteinas de soro de leite que sdo a

B-lactoglobulina e a a-lactalbumina, e o conteludo destas proteinas no leite vai

depender de diferentes fatores como a fonte. Essas proteinas podem ser recuperadas
de diferentes formas, como o soro concentrado ou isolado ou hidrolisado ou ainda
nativo, a depender do tipo de processamento, especialmente se a filtracéo foi utilizado
no processo (GANJU; GOGATE, 2017).

Muitos estudos utilizam as proteinas do soro de leite isolado ou combinado a
outros materiais na encapsulacdo por diferentes técnicas e encontram grande
protecao e reforco na sobrevivéncia das células (KAREB et al. 2019; ROSOLEN et al.
2019;: HERNANDEZ-BARRUETA et al. 2020). Rosolen et al. (2019), utilizou uma
mistura de soro de queijo com inulina para conferir protecéo ao probiotico L. lactis R7
e obteve resultados promissores na protecdo a diversos parametros como,
armazenamento, passagem gastrintestinal, resisténcia térmica, eficiéncia do

processo entre outros.
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3.5.2 Fruto-oligossacarideos

Os frutooligossacéarideos (FOS), por vezes também designados por
oligofrutose ou oligofrutano, é uma designacdo comum dos oligossacaridos com
ligagdes beta (2 —1) fructosil-frutose através de ligacdes glicosidicas. Possuem grau
de polimerizacéao (DP) de 2-10 e sao geralmente designados por Fn ou GFn (onde G
refere-se a unidade terminal da glicose, F as unidades de frutose e n do nimero de
unidades de frutose na cadeia de frutano) (KELLY, 2008).

Nas plantas, ocorrem em muitos 6rgaos (por exemplo, folhas, frutos e rizomas)
e servem como carboidratos de reserva. Os FOS podem ser extraidos com agua
guente assistida por ultra-sons de plantas, frutos e vegetais (CHEN et al., 2016).

A presenca de ligagdes glicosidicas beta (2 —1) frutosil-frutose confere aos
FOS propriedades fisico-quimicas e fisiolégicas Unicas, tornando-os resistentes a
hidrélise por enzimas digestivas do trato gastrointestinal superior humano (CHEN et
al., 2016). Assim, o FOS é classificado como “oligossacarideos nao digeriveis”
distinguindo-o dos demais carboidratos (CRITTENDEN et al., 2004).

Nos ultimos anos, varios oligossacarideos nao digeriveis (por exemplo, FOS,
galactooligossacarideo, isomaltooligossacarideos, oligossacarideos de soja,
xilooligossacarideos e maltitol) foram testados quanto aos seus efeitos prebioticos na
comunidade microbiana (CHEN et al., 2016).

Os FOS preenche os critérios para ser classificado como prebiético sendo
resistente a acidez gastrica, a hidrolise por enzimas de mamiferos e a absorgdo
gastrointestinal, a fermentacdo pela microflora intestinal e estimulacdo seletiva do
crescimento e/ou atividade das bactérias intestinais que contribuem para a saude e o
bem-estar (GIBSON, et al., 2004).

Rajam e Anandharamakrishnam (2015), ao realizar a encapsulacédo de
L. plantarum utilizando FOS, FOS em combinacdo com soro de leite e soro de leite
desnaturado em concentracdes de 1:1 e 1:1,5 nlcleo/material observaram perda de
0,5 LOG CFU.g'! em até 60 dias de armazenamento a 4°C com viabilidade relativa
variando entre 0,6 e 1 na exposicdo ao suco gastrico e entre 0,7 e 1,1 frente a

exposi¢cao ao suco intestinal.
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3.5.3 Goma xantana

Estudos recentes nos trazem a aplicacdo da goma xantana na
microencapsulacdo de probidticos, oriundos de diferentes géneros de bactérias, com
o intuito de promover sua protecdo frente as adversidades encontradas no
processamento e aplicacdo (FAREEZ et al., 2015; CHEN, 2017).

A goma xantana é um exopolissacarideo microbiano muito utilizado em
aplicacoes biomédicas, como agente espessante, estabilizante sendo também
utiizada em cosméticos, formulacdes de farmacos e produtos agricolas. Tem sido
empregada como material encapsulante de enzimas, compostos fendlicos presentes
em extratos de frutas, 6leos, carotenoides e bactérias (LIU etal., 2011; ROSA, 2012;
RUTZ, 2013; PETRI, 2015; NOGUEIRA, 2017).

Devido a sua estrutura Unica, a goma xantana, apresenta propriedades
reoldgicas distintas e incomuns, como alta viscosidade, estabilidade a uma ampla
faixa de pH, sendo afetada apenas com valores maiores que 11 e menores de 2.5,
concentracdo de goma utilizado, temperatura, possui também compatibilidade com
sais metélicos e com outros polissacarideos (KENNEDY; BRADSHAW, 1984;
IMESON, 1997; KALOGIANNIS et al., 2003).

Os dados reoldgicos dos materiais de parede utilizados sdo de extrema
importancia para o célculo de alguns processos envolvendo o escoamento de fluidos
e tem importante funcdo na analise das condicdes de escoamento em processos
alimenticios como pasteurizagdo, evaporacdo, secagem e processos assepticos
(MARCOTTE etal., 2001).

Ao mesmo tempo que a alta viscosidade da goma xantana traz beneficios na
encapsulacdo, em alguns casos, como na secagem pode se tornar um problema.
Para sua utilizacdo € necessario produzir emulsdo de baixas concentracfes (m/), 0
gue pode tornar as microcapsulas susceptiveis a degradacao mais rapidamente.

Por isso, é de extrema importancia a busca por novas cepas produtoras de
goma xantana de baixa viscosidade que possibilitaria produzir emulsées de maiores
concentracdes, melhorando as propriedades das cdpsulas sem afetar o processo de

secagem para obtencdo das mesmas.
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Encapsulacao de probidticos: técnicas de imobilizacdo, materiais
encapsulantes e aplicacdo em alimentos
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Resumo

Os alimentos funcionais, como os probiéticos, vém sendo cada vez mais utilizados
como suplementos alimentares, reduzindo a incidéncia de diversas doengas. Dentre
as diversas definicbes de probioticos, a mais utilizada pelos pesquisadores, é a que
os define como “microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Pesquisas se engajam na
aplicacdo destes microrganismos, especialmente em alimentos para consumo
humano, porém gargalos ainda sao notados, devido a fastiosidade deste grupo de
microrganismos. Este artigo teve por objetivo revisar a literatura dos Ultimos 5 anos
guanto ao estado da arte em imobilizacdo, materiais utilizados e aplicacdo de
probidticos em diferentes matrizes alimentares. Técnicas como as de imobilizagdo
sdo opcoes estudadas e até ja aplicadas para protecdo dos mesmos, melhorando
assim o processamento, armazenamento, condi¢cdes de aplicacdo e qualidade do
produto final. Ndo menos importante € a escolha da técnica e o material de
revestimento/aprisionamento destes microrganismos, mas tal escolha é determinada
por muitos fatores, ndo existindo uma técnica Unica como padrédo ouro e dentre 0s
materiais, o que se tem sao combinacdes mostrando eficiéncia de protecéo, aliando
suas caracteristicas e potencializando os efeitos. A aplicacdo em alimentos abrange
muito além de produtos lacteos, e almejam e/ou ja com sucesso alcangam alimentos
de origem ndo-lactea.

Palavras-chaves: Probiotico. Prebidtico. Simbidtico. Alimentos ndo-lacteos.
Encapsulagao.
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Abstract

Functional foods, such as probiotics, have been increasingly used as dietary
supplements, reducing the incidence of various diseases. Among the different
definitions of probiotics, the one most used by researchers is the one that defines them
as ‘“live microorganisms that, when administered in adequate quantities, provide
benefits to the health of the host’. Research is involved in the application of these
microorganisms, especially in food for human consumption, but bottlenecks are still
noticed, due to the fastidiousness of this group of microorganisms. This article aimed
to review the literature of the last 5 years regarding the state of the art in
immobilization, materials used and application of probiotics in different food matrices.
Techniques such as immobilization are options studied and even applied to protect
them, thus improving processing, storage, application conditions and quality of the
final product. No less important is the choice of technique and coating/trapping
material for these microorganisms, but this choice is determined by many factors, with
no single technique as a gold standard and among the materials, what we have are
combinations showing protection efficiency. , combining its characteristics and
enhancing the effects. The application in food extends far beyond dairy products, and
aims to and/or already successfully reaches foods of non-dairy origin.

Keywords: Probiotic. Prebiotic. Symbiotic. Non-dairy foods. Encapsulation.
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1 Introducéo

Devido as evidéncias cientificas que apoiam o conceito e a manutencdo da
microbiota intestinal saudavel, podendo oferecer protecdo contra distarbios
gastrointestinais, os alimentos funcionais, como os probiéticos, vém sendo cada vez
mais utilizados como suplementos alimentares, reduzindo a incidéncia de infeccoes,
sindromes inflamatorias do intestino, alivio da constipacdo, possui efeitos
imunomoduladores, reducdo dos niveis de colesterol, previne infeccbes do trato
urinario além da melhora do bem-estar geral (ZANNINI et al., 2016; OLIVARES et al.,
2019).

O mercado global de alimentos funcionais, mesmo em meio a crise do
coronavirus (COVID-19) atingiu cifras em torno de US$ 75,6 bilhdes em 2020 com
projecéo de aumento de 7,6% ao ano, estimando para 2026 valores aproximados de
US$ 118,4 bilhdes movimentados (REPORT, 2022).

O mercado de alimentos funcionais € majoritariamente constituido de alimentos
lacteos. No entanto, com o0 avanco da ciéncia, dentre elas a medicina, as doengas,
comorbidades e alergias, como a intolerancia a lactose ou a algum constituinte do
leite, o diagndstico das mesmas de tornou mais facil e rapido acarretando em um
grande aumento no nimero de individuos intolerantes a alimentos lacteos e, comisso,
0 mercado ou consumo de alimentos funcionais ndo lacteos ganha destaque.

Dentre as diversas definicbes de probidticos, a mais utilizada pelos
pesquisadores como critério de aplicacdo em drogas, suplementos e alimentos
probidticos, € proposta pela FAO/OMS (2001), que definiu como “microrganismos
vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a
saude do hospedeiro”. No entanto, estudos mais recentes demonstram que o
microrganismo probidtico ndo necessita estar necessariamente viavel para manter
sua acao e com ele inativado, parcialmente rompido ou rompido apresentam efeitos
probidticos em células ndo encapsuladas. Nao sédo encontrados na literatura trabalhos
que encapsulem os para e poés bioticos e que os aplique desta forma em alimentos.

Sua entrega via alimentos é motivacdo para muitas pesquisas, devido a serem
microrganismos fastidiosos e que necessitam sobreviver ao processamento,
armazenamento e transporte do alimento (ASGARI et al., 2020). Matrizes lacteas sédo
as mais favoraveis para entregar probidticos ao consumidor, pois possuem todos

fatores de crescimento exigidos pelos mesmos e, isso pode ser observado,
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analisando pesquisas recentes que demonstraram que 0 encapsulamento de
microrganismos probidticos aplicados em alimentos lacteos apresentaram maior
viabilidade (SHORI, 2016; FERREIRA et al., 2017).

Porém, produtos probidticos ndo lacteos sdo uma alternativa para individuos
que ndo gostam ou ndo podem consumir produtos lacteos, incluindo pessoas
intolerantes a lactose, alérgicas as proteinas do leite, hipercolesterolémicas ou
estritamente vegetarianas, estimulando assim o desenvolvimento de alimentos
probidticos de base néo lactea (BEVILACQUA et al., 2013; BRUNO et al., 2020).

No entanto, em muitos casos, 0 uso de matrizes ndo lacteas prejudicam a
viabilidade probidtica, como acidez, presenca de compostos antimicrobianos como os
acidos organicos e adicao de saborizantes (SHORI et al. 2016). Neste contexto, 0
encapsulamento/imobilizacdo surge como tecnologia alternativa para melhora da
estabilidade de probioticos em alimentos e entrega efetiva.

Os beneficios proporcionados e comprovados do consumo de probidticos a
saude humana, como regulacdo da atividade intestinal, reducdo dos niveis de
colesterol, reforco da imunidade do hospedeiro, além da melhora do bem-estar geral
(ZANNINI etal., 2016), tem atraido olhares da industria de alimentos. Entretanto, sua
entrega via alimentos é motivagdo para muitas pesquisas, devido a serem
microrganismos fastidiosos e que precisam sobreviver ao processamento,
armazenamento e transporte do alimento (ASGARI et al., 2020). Porém, individuos
com dietas restritas ou condi¢des que impossibilitem o consumo de lacteos estimulam
o desenvolvimento de alimentos probioticos de base ndo lactea e de manejo facilitado
para industria (BRUNO et al., 2020).

Imobilizar é criar uma barreira entre o material de nicleo e o meio externo
permitindo obter um produto com menor volume, reduzindo custos em transporte e
armazenamento facilitando sua dosagem nas aplicacbes e aumentando a
estabilidade dos compostos encapsulados (JANISZEWSKA-TURAK, 2017). Existem
diversas técnicas de imobilizacéo, tais como, liofilizacédo, extrusdo, secagem em leito
fluidizado, emulséo, coacervacdo e secagem por pulverizacdo. A escolha da técnica
esta atrelada a capacidade de protecdo do material, seu modo de operacgéao,
capacidade de produgdo e escalonamento, tamanho da particula obtida, custos
envolvidos no processo e na aplicacdo (TAO et al., 2019). Além da técnica utilizada,
0 material de revestimento tem suma importancia para o sucesso da tecnologia

empregada. Os biopolimeros que podem ser usados para encapsulamento de
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probidticos devem ser biocompativeis, biodegradaveis, processaveis e neutros aos
probidticos (RAMOS et al.,, 2018; DE LA CRUZ PECH-CANUL et al., 2020). Dentre os
utiizados na literatura pode-se separar em macronutrientes, aqueles
predominantemente carboidratos (quitosana, xantana, prebidticos, amido), proteicos
(soja, ovo, zeina, gelatina) e lipidicos (6leos), geralmente associados entre si,
somando caracteristicas desejaveis de protecao (SILVA et al. 2018).

Com o emprego dessas técnicas e materiais de revestimentos, o mercado de
produtos contendo microrganismos probioticos vem se expandindo (Turkmen et al.,
2019). Visto que, a combinagdo entre a técnica e o material de revestimento
apresentam vantagens como a prote¢cao do microrganismo e a viabilidade diante de
processos de producao e durante a passagem pelo trato gastrointestinal (AREPALLY
et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020).

Sendo assim, essa nova abordagem de aplicacdo de probioticos esta sendo
empregada em diversos setores, desde produtos lacteos até aplicacbes em matrizes
diferenciadas como alimentos carneos, vegetais, cereais e frutas (GUL, 2017,
EPHREM et al.,, 2018; MUZZAFAR; SHARMA, 2018; DIMITRELLOU et al., 2019;
BIS-SOUZA! et al., 2020; NG et al., 2020).

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi revisar sistematicamente a
literatura, dos Ultimos 5 anos, quanto ao estado da arte em imobilizacdo, materiais

utilizados e aplicacao de probiéticos em alimentos.

2 Metodologia

A pesquisa de trabalhos cientificos foi realizada utilizando dois modos
diferentes. Para a primeira parte da revisdo, onde constam o histérico e 0s conceitos
sobre probioticos, para-biético e pds-bidtico, foram utilizados artigos publicados
definindo os proprios termos sem selecédo de data de publicacéo.

Para os demais itens do trabalho foi realizada uma revisao sistematica para a busca
de artigos que tratam sobre técnicas de encapsulacdo, materiais de revestimento e
alimentos onde os microrganismos probidticos encapsulados foram aplicados.

O presente estudo utilizou um processo sistematico baseado em termos de
identificacdo capazes de contemplar o objetivo proposto. Os seguintes termos:
Probidticos e encapsulamento e alimentos; Paraprobiéticos e encapsulamento e

alimentos; Paraprobidticos e encapsulamento e alimentos; Pds-bidticos e
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encapsulamento e alimentos; Pds-probidticos e encapsulamento e alimentos;
Paraprobidticos e alimentos; Paraprobidticos e alimentos; P&s-bidticos e alimentacao;
PoOs-probidticos e alimentos, conforme Figura 2. Foram pesquisados nas bases
Scopus e ScienceDirect levando em consideracao as seguintes restricdes: o tipo de
pesquisa (titulo, resumo e palavras-chave), ano da publicacao (2016-2022), status da
publicacao (“All open acess”) e tipo de publicagao (pesquisa).

A pesquisa nas duas bases resultou em 383 artigos até janeiro de 2022. Deste
conjunto de artigos foram excluidos os duplicados (30), os de revisdo que nao foram
identificados pela plataforma de pesquisa (39) e os artigos no qual realizaram a
aplicacdo dos probidticos de forma livre, testes em animais, screnning de cepas,
relacionados a analises genéticas, imunologia e demais (175). Assim, foram utilizados
138 artigos para o levantamento de dados a respeito das técnicas, materiais e

alimentos que mais foram utilizados e aplicados neste periodo.

Probiotics
or

Parabiotics
or

Paraprobiotics n Encapsulation and Food

or

Postbiotics
or

Postprobiotics

Parabiotics
or
Paraprobiotics
or n Food
Postbiotics
or

Postprobiotics

Ex: (Probiotics) and (Encapsulation) and (Food)

(Parabiotics) and (Food)

Figura 2 - Termos de identificacao utilizados para a busca de artigos.
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3 Anélise bibliométrica e producéo cientifica

A partir da analise dos 138 artigos, foi possivel realizar o levantamento das
técnicas encapsulantes, materiais protetores e alimentos onde foram aplicados os
microrganismos probioticos encapsulados.

O levantamento das técnicas encapsulantes resultou no total de 116 artigos
que foram identificados e classificados em 3 grandes grupos:
Encapsulamento/aprisionamento (87), floculacdo (18) e estado soélido (11), sendo
identificadas 116 técnicas utilizadas. Destas, as que mais foram encontradas foram a
técnica de Spray dryer (33), extruxdo (22), geleificacdo (20), emulsificacdo (18),
liofilizacdo (12) e adsorgdo (11), conforme Figura 3(A). As técnicas que n&o
apareceram em mais de 10 artigos foram desconsideradas.
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Figura 3 - Analise bibliométrica da producdo cientifica encontrada.



42

Quanto aos materiais protetores, foram identificados 218 e classificados em 3
grandes grupos: polissacarideos (123), sais (49) e proteinas (46), conforme
Figura 3(B). Dentro destes grupos os materiais mais utilizados foram: alginato de
sédio (42), proteina de soro de leite (32), quitosana, inulina e amido (18),
maltodextrina (17) e pectina (10). Os demais materiais que ndo atingiram ao menos
10 artigos mencionados ou que a soma de materiais de igual caracteristica ndo
totalizaram 10 artigos foram desconsiderados.

Por fim, foram identificados 52 artigos nos quais realizaram a aplicacéo de
probidticos encapsulados em alimentos. Para fins de maior compreensdo, estes
alimentos foram classificados em: lacteos (28), bebidas ndo-lacteas (12), alimentos

nao lacteos (12) (vegetais, frutas, cereais e carneos), conforme Figura 3(C).

4 Probi6ticos, Para-bi6tico, P6s-bidtico.

A histéria moderna dos probiéticos comeca no inicio de 1900, conforme
descrito na Figura 4, com os estudos pioneiros de Elie Metchnikoff, que investigou
0s possiveis efeitos dos microrganismos envolvidos em processos de fermentacéo na
salde humana. Ele associou maior longevidade aos individuos que consumiam
regularmente produtos fermentados como o iogurte (GASBARRINI et al., 2016). Apds
56 anos, Lilly e Stillwell observaram que alguns microrganismos secretavam
estimuladores de crescimento para outros promovendo um efeito positivo, levando a
inducéo do termo probidtico. A primeira vez que o termo probidtico foi utilizado foi em
1960 por Paker, seguido de Fuller que enfatizou, em 1989, os probiéticos como
microrganismos vivos que afetam positivamente a saude de animais endotérmicos,
restaurando a microbiota natural. Em seguida, Haveenar (1992) definiu os probiéticos
como cultura pura ou mista de bactérias viaveis que, quando utilizadas no ser humano
contribui beneficamente com a microbiota autdctone do individuo. A ampliacdo da
definicdo de probidticos surgiu com Salminen (1996) e Schaafsma (1996) por nao
limitar os efeitos a salde somente aos microrganismos presentes na microbiota
intestinal (ZENDEBOODI et al., 2020).

De acordo com Salminen, um probidtico € "uma cultura microbiana viva ou um
produto lacteo cultivado que influencia beneficamente a saude e a nutricdo do

hospedeiro". Segundo Schaafsma, “Os probidticos orais sdo microrganismos Vvivos
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gue, ao serem ingeridos em quantidade adequada, exercem efeitos sobre a saude
além da nutricdo basica inerente”, enquanto Schrezenmeir & De Vrese, (2001)
consideraram que probidticos sdo microrganismos vivos que exercem efeitos
benéficos a saude independente do local de acdo (ZENDEBOODI et al., 2020).

Uma das definicbes ainda muito utilizada pelos pesquisadores como critério de
aplicacao em drogas, suplementos e alimentos probioéticos, € proposta pela FAO/OMS
(2001), que definiu como “microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Em 2014 foi
convocado um painel de especialistas pelo International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics (ISAPP) a fim de rever o conceito de probiético sendo
mantido o conceito proposto pela FAO/OMS (HILL et al., 2014).

No entanto, evidéncias recentes sugerem que a viabilidade bacteriana néo é
necessaria para atingir os efeitos de promocéao da saude, uma vez que nem todos o0s
mecanismos e beneficios clinicos estdo diretamente relacionados a bactérias viaveis.
Os para-probidticos, também conhecidos como “probidticos ndo viaveis ou probidticos
inativados, refere-se as células microbianas inativadas, as quais, quando
administradas em quantidades suficientes, conferem beneficios ao consumidor”
(AGUILAR-TOALA et al., 2018). Apesar dos beneficios dos probiéticos comprovados
para a saude, células microbianas ndo viaveis, ou frac6es inativadas podem ter
vantagens, reduzindo o risco de translocagcdo microbiana ou infeccdo demonstrada
por alguns probioticos. A inativacdo celular bacteriana pode ser obtida por condicdes
fisicas (perturbacdo mecénica, tratamento térmico ou métodos de irradiacdo UV, alta
pressado hidrostatica e liofilizacdo) ou quimicas (desativacdo acida) que pode alterar
as estruturas celulares microbianas ou suas funcdes fisioldgicas, e dessa forma, as
bactérias tornam-se incapazes de multiplicarem-se e, assim, rettm os efeitos
benéficos a salde que a sua forma viavel fornece (AGUILAR-TOALA etal., 2018).

As células inativadas podem liberar componentes bacterianos com importantes
efeitos imunomodulatérios e com propriedades antagdnicas contra patdégenos.
Diferentes componentes bacterianos como acidos lipotedicos, peptidoglicanos ou
exopolissacarideos estédo, supostamente, envolvidos em mecanismos responsaveis
por exercer efeitos benéficos a satde do hospedeiro (PIQUE et al., 2019).

A aplicacéo de para-probidticos em alimentos pode oferecer certas vantagens
em relagdo aos probidticos como menor ou nenhuma interagdo com outros

componentes dos produtos alimentares, que poderiam diretamente refletir na vida Util
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do produto; maior facilidade de processamento como a possibilidade de ser
adicionado antes do tratamento térmico com manutencdo das suas propriedades
exigidas para os beneficios a saude pretendidos; simplicidade de armazenamento e
transporte, o que pode resultar em maior facilidade para administracdo como
suplementos para individuos imunocomprometidos (DE ALMADA et al., 2016).

Recentes pesquisas sugerem que produtos bacterianos, na auséncia de
organismos viaveis, podem ter efeitos semelhantes a saulde. Esses produtos
bacterianos sdo amplamente caracterizados como pos-biéticos e podem ser definidos
como produtos bacterianos ndo viaveis ou subprodutos metabdlicos de
microrganismos probidticos que possuem atividade biolégica no hospedeiro. Em
geral, os pos-bidticos incluem bacteriocinas, acidos organicos, etanol, diacetil,
acetaldeidos e perdxido de hidrogénio. Além desses, certos probidticos inativados
pelo calor também podem reter estruturas bacterianas importantes que podem
exercer atividade biolégica no hospedeiro. Os p06s-bidticos ndo sdo toxicos, nem
patogénicos e resistem a hidrolise por enzimas de mamiferos (GEORGE KERRY et
al., 2018).

1900 1956 1960 1989 1992
Elie Metchnikoff investigated Lilly and Stillwell observed that . : Fuller defined Probiotics as Haveenar defined Probiotics as
the possible effects of some microorganisms secrete Baker ﬁ;“ Cb"ed the tem "live microorganisms that "pure or mixed culture of viable
microorganisms involved in growth promoters to others e positively affect the heaith of bacteria that, when used in
fermentation processes on promoting a positive effect on endothermic animals, restoring humans, contributes beneficially
9 human health 9 health 9 9 the natural microbiota" to the individual's autochthonous
L I uavbioid:
1996 1996
Salminen defined Probiotics as "a live microbial
Schaafsma classified Oral Probiotics as culture or a cultured dairy product that 9
"living microorganisms that, when ingested | beneficially influences the health and nutrition of
2001 in an adequate amount, exert effects on the host"
Schrezenmeir & De Vrese health in additionto the inherent basic
defined Probiotics as "living nutrition”
microorganisms that have
beneficial health effects
regardless of the place of
action”
20} 2014
FAO / WHO has defined Probiotics
as "live microorganisms that when International Scientific
in ad g iti Association for
confer benefits to the health of the Probiotics and
host” Prebiotics (ISAPP) 2020
maintained WHO
Q concept Zendeboodi et al. has defined
Probiotics as “viable or inviable

microbialcell (vegetative or spore;
intact or ruptured) that is poten-
tially healthful to the host”

Figura 4 - Linha do tempo das definicdes de probidticos.

Fonte: Os autores.
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Neste contexto, Zendeboodi et al., (2020) propde uma nova terminologia para
abranger todos os estados de beneficios para saude definindo probiético como
“microrganismos viaveis ou células ndo vidveis (vegetativa ou esporo; intacta ou
rompida) que € potencialmente promotor de saude para o hospedeiro”. Incluindo
probidtico verdadeiro (viavel e ativo), pseudo-probiético (viavel, inativo, nas formas
vegetativo ou esporo) e probidtico fantasma (inviavel, inativo, nas formas intacta ou

rompida).

5 Imobilizacdo de microrganismos probiéticos

Durante o processo de fabricacdo e armazenamento, a temperatura e o
oxigénio sdo cruciais e muitas vezes indissociaveis na manutengdo da viabilidade
celular. Os microrganismos probidticos sao principalmente microaerofilicos,
anaerobios faculativos ou anaerdbios, portanto, a falta de uma cadeia de transporte
de elétrons resulta na reducdo incompleta do oxigénio a peroxidos de hidrogénio. O
acumulo celular de metabdlitos toxicos de oxigénio eventualmente leva a morte
celular, o que é referido como toxicidade do oxigénio (YAO et al., 2020). Além disso,
o efeito da temperatura pode ser atribuido a reacdo de oxidacdo dos lipideos de
membrana (potencial redox positivo) na presenca de oxigénio, contribuindo para
inativacdo celular durante o armazenamento (ZHAO et al, 2018; ASGARI et al,,
2020). Para um armazenamento eficiente, o controle de umidade relativa e
temperatura sdo imprescindiveis, embalagens impermeaveis ou com atmosferas
modificadas livres de oxigénio sdo recomendados para maior viabilidade e
estabilidade de armazenamento de muitas cepas probioticas (YAO et al., 2020).

A passagem gastrica promove fatores de estresse como pH acido do
estbmago, sais biliares, varias enzimas digestivas, matriz alimentar ou a microbiota
hospedeira, e cada cepa probidtica pode exibir diferentes respostas (TERPOU et al.,
2019). Além disso, 0 suco gastrico contém enzimas hidroliticas como a lisozima,
varias proteases e compostos liticos encontrados na pancreatina e em sais biliares
podem danificar adicionalmente as células. Nos fluidos intestinais a bile tem
capacidade detergente, pois afeta os fosfolipidios e proteinas da membrana celular,
atravessando e interrompendo a homeostase celular, resultando em danos ao DNA e
proteinas, bem como vazamento de componentes intracelulares, propiciando
eventual morte bacteriana. Visto que a capacidade de resisténcia € cepa-dependente
(GAUCHER et al., 2019; XIAO et al., 2020).
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Produtos como leite e derivados lacteos tém sido os transportadores mais
utilizados e estudados para cepas probidticas e possuem varias caracteristicas
favoraveis. No entanto, publicos especificos como vegetarianos, intolerantes a
lactose, hipercolesterolémicos dentre outros, levaram ao desenvolvimento de novos
produtos probiéticos de base ndo-lactea (BRUNO et al., 2020). Neste contexto, as
demandas por novos alimentos funcionais aumentaram o uso de formulagdes
contendo células encapsuladas pela indUstria de alimentos aumentando a protecéo e
viabilidade garantindo a entrega direcionada e assegurando as propriedades
funcionais dos produtos produzidos (SHAH et al., 2020).

A imobilizagdo celular consiste em confinar fisicamente células em uma
determinada regido, preservando atividades desejadas (ALTIERI et al., 2019). Sendo
assim, a imobilizacdo (Figura 5), pode ser dividida em ligacdo em suporte sélido,
sendo estas a adsorcao, ligacdo ibnica e covalente (A1l a A3) e encapsulacédo
compreendendo o aprisionamento em matriz e em membrana (B1, B2, C e D), facilita
a recuperacao e reutilizacdo de produtos biotecnolégicos aprimorando a estabilidade,
controle operacional e flexibilidade (CHO et al., 2018; NGUYEN et al., 2018; ALTIERI
et al., 2019).

| Immobilization

| Solid state | | Encapsulation / Imprisonment
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Figura 5 - Diferentes mecanismos de imobilizagéo celular de microrganismos.

Fonte: Covizzi et al., (2007), com modificacdes.



47

Cabe destacar que o processo de imobilizacédo é importante ndo somente para
a entrega de células vivas como também em garantir a entrega de compostos
bioativos como pos-bidticos e para-probiéticos no local alvo, além de permitir a
resisténcia as condi¢cdes adversas, assegurando os efeitos de saude propostos
(PUCCETTI et al., 2018).

As capsulas podem ser classificadas de acordo com seu tamanho, podendo
ser macrocapsulas, superiores a 5000 um, e microcapsulas que podem variar entre
0.2 e 5000 um sendo estas resultantes do tipo de técnica e material encapsulante
selecionado (CAVALHEIRO et al.,, 2015). Conforme mostra a (Figura 6), para as
técnicas de inclusdo celular, emulsificagcdo, secagem por pulverizacéo, liofilizacéo,

extrusdo e geleificacdo selecionadas a partir dos critérios descritos no item 3.
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Figura 6 - Tamanhos de particulas obtidas pelas diferentes técnicas utilizadas para
a imobilizacdo de microrganismos probiéticos.
5.1 Liofilizacao

Aliofilizagédo, também denominada de criodessecacao e secagem a frio, € uma

técnica em que o solvente € congelado e sublimado, em um ambiente de presséo
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reduzida (PECH-CANUL et al., 2020). Frakolaki et al., (2020) mencionam que esta
técnica é a mais popular para compostos sensiveis ao calor, como microrganismos
probidticos. No entanto, apresenta como desvantagens a alta demanda de energia, 0
longo tempo de processamento além de um efeito negativo na sobrevivéncia dos
microrganismos em virtude de afetar o estado dos lipideos da membrana celular e a
estrutura das proteinas sendo necessario a utilizacdo de crioprotetores, consiste em
uma unidade de operagdo com custo mais elevado,, algumas substancias podem ser
perdidas em virtude do vacuo utilizado e a secagem de grandes materiais pode levar
meses (NEDOVIC et al., 2011; SHUKLA, 2011; NAG; DAS, 2013; ANTHERO et al.,
2021).

Segundo Broeckx et al., (2016), durante o congelamento formam-se cristais de
gelo, sendo seu aumento de tamanho dependente da taxa de congelamento e da
temperatura, capazes de danificar a parede celular dos microrganismos. No entanto,
com a cristalizacdo da agua pode haver a concentracdo de solutos ocasionando
danos quimicos e osmoticos que também podem prejudicar 0os microrganismos
(MALTESEN; VAN DE WEERT, 2008).Assim, é aconselhdvel que o congelamento
seja realizado de forma rapida para que os cristais de gelo formados sejam menores
evitando, assim, extensos danos celulares (FOWLER; TONER, 2006).

Li et al., (2019) realizaram a encapsulacdo de L. casei BNCC 134415 por
liofilizac&o utilizando proteina isolada, goma gelana e acetato ftalado de celulose em
combinacdo como materiais encapsulantes avaliando a viabilidade celular durante o
armazenamento, resisténcia ao aquecimento e o rompimento no trato gastrointestinal
constataram que as particulas formadas foram capazes de proteger os probidticos
frente ao estresse provocado pelo aquecimento, durante a passagem pelo trato

gastrointestinal e ao armazenamento.

5.2 Extrusao

A extrusdo € uma técnica fisica que realiza encapsulagdo de microrganismos
probidticos utilizando como material encapsulante hidrocoldides como alginato e
carragena, por exemplo (BURGAIN et al., 2011). Nesta técnica se produz uma
solugdo com o hidrocoléide e os probidticos que € injetada em uma extrusora (escala
piloto) ou uma agulha de seringa (escala laboratorial) sendo o conteddo da mistura
gotejado em uma solucdo de gelificagdo ou endurecimento como cloreto de calcio
(GOUIN, 2004).
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As principais vantagens desta técnica sdo a suavidade das condi¢bes de
processo, possibilidade de uso de diferentes materiais de revestimento, as particulas
podem ser secas ao ar, o processo de preparacao € simples além da estabilidade das
particulas de gel através do armazenamento. No entanto, apesar das condi¢des
favoraveis mencionadas, esta técnica € lenta, dificil de realizar o processo de
escalonamento e requer o uso de solucdes de hidrocoldides de baixa viscosidade
(GOUIN, 2004; RODRIGUES etal., 2020).

Dentre todas as modificagcdes que podem ser realizadas durante a aplicacao
desta técnica, os fatores que podem influenciar o tamanho das particulas geradas
estd o didmetro do bico, a distancia entre a saida da solu¢cdo de hidrocoldides e a
solucdo de reticulagdo catidnica, e viscosidade/taxa de fluxo da mistura célula-
hidrocoléide (DONG et al., 2013).

Etchepare et al, (2016) realizaram a encapsulacdo de Lactobacillus
acidophilus utilizando a técnica de extrusdo com amido e quitosana avaliando a
viabilidade celular frente a passagem pelo trato digestivo e ao armazenamento em
diferentes temperaturas e reportam que a adicdo destes materiais afetou
positivamente a sobrevivéncia dos microrganismos tanto nos teste de resisténcia

gastrointestinal quanto durante o armazenamento.

5.3 Secagem por pulverizagéo (Spray drying)

A técnica de secagem por pulverizacdo, comumente utilizada na indastria de
alimentos, gera particulas esféricas em forma de p6é seco com propriedades
desejadas, como boa fluidez, baixa umidade residual e especifica, distribuicdo de
tamanho e forma uniformes (BROECKX et al., 2016; RODRIGUES et al., 2020). De
forma geral, esta técnica consiste na dispersao, via atomizacdo, de uma solucao
contendo o microrganismo probidtico e o agente encapsulante em uma camara de
secagem com elevada temperatura promovendo a solidificacdo quase
instantaneamente sendo, entdo, separadas do ar umido por meio de um filtro ou
ciclone a fim de coleta-las (RAY etal., 2016; PECH-CANUL et al., 2020; RODRIGUES
et al., 2020).

Assim, a secagem por pulverizagdo oferece vantagens em comparacdo a
outras técnicas por ser um processo rapido, ser realizado com diversos materiais
encapsulantes, ser mais facilmente escalavel, ser verséatil a ponto de poder ser

aplicado com diversas culturas e grandes volumes em tempo relativamente curto,
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realizar a liberacdo rapida dos microrganismos se o material escolhido for de facil
dissolucdo (BROECKX et al., 2016).

No entanto, as altas temperaturas durante o processo podem inativar 0s
microrganismos e, com isso, as condicdes de processo como as temperaturas do ar
de entrada e de saida, fluxo de ar juntamente com o material encapsulante escolhido
sdo de extrema importancia para a otimizacdo do processo e das particulas
produzidas reduzindo o estresse que 0s microrganismos probidticos enfrentam
durante o processamento garantindo, assim, a viabilidade celular (RATHORE et al.,,
2013; BROECKX et al., 2016; RODRIGUES et al., 2020).

Barajas-Alvarez; Gonzales-Avila; Espinosa-Andrews, (2022) avaliaram o efeito
de diferentes materiais de parede (Agave frutano, maltodextrina, inulina e trealose)
misturadas com goma ardbica nas propriedades fisico-quimicas, eficiéncia de
encapsulacao, e viabilidade do L. rhamnosus HNOO1 por spray dryer sob condi¢des
de armazenamento e condi¢des gastrointestinais simuladas obtendo a maior
eficiéncia utilizando a mistura goma arabica/maltodextrina (93%). ApOs exposicao as
condicbes gastrointestinais simuladas os probidticos encapsulados com goma
ardbicaltrealose apresentaram perda de viabilidade de 3 Log CFU.g™ ', mantendo a

viabilidade acima de 6 Log CFU.g™".

5.4 Engaiolamento/Incluséao celular

O método de engaiolamento baseia-se na inclusdo das células em uma malha
rigida ou semi-rigida impedindo a difusdo das mesmas e possibilitando a troca de
nutrientes, metabdlitos e gases durante o processo fermentativo (COVIZZI et al,
2007).

O mecanismo classico para que seja realizado este tipo de imobilizacdo
envolve a mistura das células em um composto polimérico que possui carga elétrica
negativa. Essa mistura é entdo gotejada em uma solugdo que contém ions carregados
positivamente promovendo a formacao de ligacdes ibnicas que resultam na formacao
de um gel consistente o qual imobiliza as células (COVIZZI et al., 2007).

O tamanho da barreira formada ira depender da velocidade do fluxo do
gotejamento, da densidade da solucdo polimérica e da concentragdo da solucao
ibnica (WANG et al., 2005).
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Devarajan et al, (2022),  realizaram a encapsulacéo por
engaiolamento/inclusdo celular de Lactobacillus rhamnosus MF00960 e Pediococcus
pentosaceus MF000967 oriundo do leite de camelo fémea. como também a caseina
do leite de camelo fémea e gelatina avaliando a eficiéncia de encapsulacdo, a
passagem pelo trato gastrointestinal e a resisténcia térmica demonstraram que as
particulas produzidas foram eficientes na protecdo dos probidticos durante sua

passagem no trato gastrointestinal frente as condicbes adversas de temperatura.

5.5 Gelificagcéao

Esta técnica de encapsulamento é baseada na capacidade de polissacarideos
anioénicos formar gel na presenca de ions (SILVA etal., 2006; BUREY etal., 2008). A
formacéo das particulas por gelificacéo tém sido realizadas principalmente por dois
processos, sendo eles a gelificacdo interna e externa.

A gelificacdo interna realiza a producdo das particulas através da adicdo de
sais diretamente na solugdo polimérica contendo o material de nicleo, onde
posteriormente, € realizada a diminuicdo do pH, com adi¢do de solucdo acida, a fim
de liberar os ions, permitindo a complexacdo com o0s grupos carboxilicos. Por sua
vez, na gelificacdo externa uma solugdo polimérica contendo o material de nucleo é
gotejada sobre uma solucdo ibnica podendo-se obter encapsulado e particulas de
diferentes formas e tamanhos através da interacdo dos ions com 0s grupos
carboxilato dos polissacarideos resultando na formacao de géis insollveis.

Uma vez realizado este processo, o endurecimento das particulas ocorre
instantaneamente, comecando na superficie onde os ions reagem com as cadeias
poliméricas carregadas negativamente, formando uma estrutura rigida tridimencional,
com alto teor de agua, meio pelo qual os ions se difundem para os interior
favorecendo a reticulacdo do exterior para o interior (SMRDEL et al, 2008;
HELGERUD et al., 2009; SCHOUBBEN et al., 2010).

Segundo Patil et al., (2010), a gelificagcdo é um processo simples, que nao
utiliza solventes organicos, altas temperaturas ou pH extremos tornando-se de baixo
custo em comparacdo com outras técnicas. Além disso, permite encapsular
substancias hidrofébicas e hidrofilicas (MCCLEMENTS, 2005).

No entanto, mesmo que as capsulas produzidas por esta técnica sejam
capazes de proteger o material de nicleo, estas sdo sensiveis a valores de pH

extremos. Para contornar isso, pode-se modificar a estrutura do gel a partir da
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combinacédo de diferentes tipos de biopolimeros aproveitando, assim, a vantagem de
cada composicao quimica dos compostos pela sua interacao (PATIL et al., 2010).
Silva et al., (2018) realizaram a encapsulacdo de L. acidophilus utilizando a
gelificacdo como técnica encapsulante com e sem adicdo de FOS como material de
revestimento e aplicacdo em yogurt de forma livre e encapsulada avaliando a
viabilidade ao armazenamento e a passagem ao trato gastrointestinal, em ambas as
condi¢cdes, constataram que a adicdo do FOS promoveu um acréscimo na viabilidade
dos microrganismos frentes as condicbfes expostas quando comparado com 0s

microrganismos livres.

5.6 Emulsificagéo

Neste tipo de técnica, um pequeno volume de uma suspensdao de célula-
polimero (fase descontinua) é adicionada a um grande volume de um 6leo vegetal
(fase continua). A mistura é homogeneizada para formar uma emulsdo de 4gua em
O0leo que, uma vez formada, o polimero solivel em agua deve ser insolubilizado
(reticulado) formando pequenas particulas de gel dentro da fase oleosa
(KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2003).

Atécnica de emulsificacéo é utilizada para a encapsulacdo devido ao seu baixo
custo, formulacées que podem ser facilmente modificadas em condi¢des brandas de
processo proporcionando alta retencdo celular além de ndo requerer equipamentos
sofisticados e reagentes caros possibilitando, para os probidticos, uma vantagem de
nao utilizar altas temperaturas com uma alta eficiéncia em particulas de pequeno
tamanho (TAKEI et al., 2009).

A emulsificac@o é capaz de formar particulas com tamanho entre (25um a
2mm) sendo que esta variacao esta relacionada com as condi¢des de processo como
a velocidade de agitacdo e o tipo de emulsificante utilizado (KRASAEKOOPT;
BHANDARI; DEETH, 2003).

Elvan, Baysal e Harsa (2022) estudaram a encapsulacdo de Lactiplantibacillus
pentosus NRRL B-227 utilizando proteina do soro de leite e goma xilana como
material encapsulante avaliando a viabilidade celular durante a passagem pelo trato
gastrointestinal, armazenamento e sua impregnagao em azeitonas observaram que a
encapsulacdo conseguiu manter a viabilidade celular durante o armazenamento por

guatro semanas, mantendo a contagem na superficie da azeitona em
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106-107 CFU.g le aumentando em 60% a viabilidade celular durante a passagem no
trato gastrointestinal.

Ao analisar os artigos resultantes da busca além de todas as técnicas,
materiais e alimentos encontrados foi possivel observar, também, que ao se tratar de
paraprobidticos e pos-bidticos, nos poucos artigos encontrados, ndo ha mencbes a
respeito da aplicacdo destes de forma encapsulada e sim, relatos a respeito da
inativacdo das células e o estudo de seus efeitos de forma livre como pode ser

observado nos estudos de Almada et al., (2021), Barros et al., (2021)

6 Materiais utilizados na encapsulacdo de microrganismos probiéticos

Os materiais que podem ser usados para encapsulamento de microrganismos
probidticos devem ser biocompativeis, biodegradaveis, processaveis e neutros aos
probidticos. Um material de revestimento ideal deve ter as seguintes caracteristicas
desejaveis: ser quimicamente inerte com o material do nlcleo; ser capaz de selar e
conter o material do nicleo dentro da capsula; fornecer protecdo contra condicdes
desfavoraveis e ser sustentdvel e de baixo custo. Até hoje, ainda ndo existe um
revestimento ideal que se adapte a todos os fins, principalmente porque as
caracteristicas do revestimento ndo podem ser melhoradas simultaneamente. Assim,
a obtencdo de revestimentos adequados para microcapsulas como um sistema de
distribuicdo de probidticos, implica em encontrar um ponto de equilibrio entre as
caracteristicas desejaveis, como protecdo contra os efeitos da umidade, acidez,
pressao, troca de gas (02/C0O2) e/ou estresse térmico. No entanto, para uma selecao
adequada do material de revestimento, a interdependéncia com o método de
encapsulacdo e o microrganismo probiotico também deve ser considerada (RAMOS
et al. 2017; PECH-CANUL et al., 2020). Todos os materiais descritos neste item

seguem os critérios estabelecidos neste trabalho descritos no item 3.
6.1 Carboidratos

6.1.1 Maltodextrina

A maltodextrina & derivada da hidrolise acida do amido de milho e devido sua
baixa viscosidade e alta solubilidade em agua é utilizada como agente encapsulante,
especialmente na pulverizacdo devido a tais caracteristicas favorecem a secagem de

liquidos (KARAASLAN et al. 2021), também possui como pontos favoraveis a
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indUstria de alimentos seu sabor suave e valor razoavel. Parametros como
higroscopicidade, eficiéncia de encapsulacdo e atividade antioxidante podem ser
melhoradas com seu uso (ZHANG et al. 2018). Entretanto sua maior limitacdo €
consequentemente a baixa capacidade emulsificante, sendo comumente combinada
a outros materiais para formar emulsdes estaveis (KANG et al. 2019).

Na microencapsulacdo de probidticos ndo € diferente, muitos estudos utilizam
a combinacdo de maltodextrina e outro agente de parede para aumentar e somar 0s
efeitos protetores as células (SULTANA et al. 2018; AREPALLY et al. 2020;
CHAPARRO et al. 2021). Como na pesquisa de Chaparro et al. 2021 que utilizou uma
mistura de proteina-trealose-maltodextrina para encapsular L. rhamnosus ATCC 7469
por pulverizagdo mostrou alta protegcdo térmica, caracteristicas fisico-quimicas
aceitdveis e aumento da sobrevivéncia do probidtico (entre 70 e 75%). Ja Arepally
et al, (2020) combinou 20% de maltodextrina a concentracdes variadas de goma
arabica ao encapsular Lactobacillus acidophilus NCDC 016 por pulverizacdo
observaram que ambos materiais apresentaram estabilidade estrutural durante o
processo de secagem, assim como exibiram melhor sobrevivéncia aos testes
gastricos e também ao armazenamento, onde mantiveram viabilidade por 12
semanas refrigeradas (4°C) e expostas a temperatura ambiente (25°C).

6.1.2 Quitosana

Quitosana é um polissacarideo composto por 2—acetamido—2—desoxi—3—D—
glicopiranose e 2—amino—2—desoxi—p—D—glicopiranose um derivado desacetilado da
quitina. Seu grau de desacetilagcdo é um aspecto importante, pois determina sua
solubilidade em condicbes aquosas acidas. Quando o grau de desacetilacédo
ultrapassa 50%, obtém-se a quitosana, a qual se torna solivel em tais condi¢des.
Além disso, as condicbes homogéneas ou heterogéneas de desacetilagcdo tém um
impacto importante na microestrutura da quitosana, que também influencia em sua
solubilidade e aplicacdes carreadoras de farmacos ou alimentos. Sua origem esta nos
residuos da casca de caranguejo, camarao e lagosta, e sua fonte influencia o peso
molecular, que por sua vez € responsavel por propriedades de cristalinizacéo,
degradacao, resisténcia a tracédo e teor de umidade, mas pode ser diminuida com o

processamento para aumentar a desacetilacdo (CALINOIU etal., 2019).
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As principais vantagens do revestimento de quitosana s&o o carater catiénico
exclusivo, alta biocompatibilidade, ndo toxicidade e biodegradabilidade, sendo de
grande interesse no campo da liberagcéo direcionada de probidticos devido a sua alta
compatibilidade com células vivas (CALINOIU et al., 2019).

Matrizes que envolvem misturas de proteinas e polissacarideos como materiais
encapsulantes mostraram aumentar as qualidades de cada polimero separadamente.
Quitosana, por exemplo, reduz a contagem inicial de células nas suspensdes a serem
secas devido a sua natural capacidade antimicrobiana, mas, durante o
armazenamento, bem como sob condi¢des digestivas simuladas, aumenta suas taxas
de sobrevivéncia (VANDEN BRABER et al., 2020).

Diversos estudos relatam a imobilizagcdo de bactérias probioticas utilizando
gquitosana associada a diferentes materiais (BEPEYEVA et al., 2017; FAREEZ et al.,
2017; HOSSEINI et al., 2019; MOJAVERI et al., 2020). Mojaveri et al., (2020) utilizou
quitosana mais inulina para proteger Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 por
electrospinning e obteve resultados positivos quanto a espessura da fibra bem como
a impregnacéo do probidtico na mesma. Além disso, apresentou alto ponto de fusdo
indicando aplicacdo adequada para alimentos que necessitem de tratamento térmico.
Enquanto, Bepeyeva et al. 2017 estudou o encapsulamento de Lactobacillus casei
NCIMB 30185 (PXN37) com gel de pectina e revestido com quitosana pela técnica de
extrusdo, mostrando que o revestimento de quitosana protegeu as células bacterianas

do acido no trato gastrico e também intestinal.

6.1.3 Amido

O amido constitui um importante suprimento de energia para humanos em todo
o mundo e é produzido como um carboidrato de reserva nas plantas, sendo as
principais fontes os diversos cereais, rizomas, raizes e tubérculos. Os granulos de
amido contém as macromoléculas de amilose e amilopectina, que consistem em
cadeias de residuos d- glicose ligados a a- (1,4), que séo interconectados por meio
de ligagdes a- (1,6)-glucosidicas, formando assim ramificagbes nos polimeros
(BERTOFT, 2017). Durante a formacao do gel, a amilose e a amilopectina formam
reticulacbes inter e intramoleculares de modo que produzem uma rede
macromolecular e, posteriormente, o filme apds a evaporacdo da agua. O amido e
seus derivados tém sido amplamente utilizados como hidrocoldides alimentares, por

serem baratos, abundantes, biodegradaveis e facil manipulacdo (PAVLI et al., 2018).
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Esses amidos modificados geram moléculas porosas com grande capacidade
adsorvente, devido a sua grande area superficial, além disso tais poros proporcionam
um microambiente protetor para probidticos devido ao seu espacgo expansivel, onde
bactérias sdo fisicamente adsorvidas nos poros e cavidades sem que ocorram
ligagbes covalentes, permitindo assim sua total liberagdo em forma sustentada
sempre que o tamanho e formato dos mesmos for adequada (Benavent-Gil et al.,
2018). Uma variedade de amidos e amidos modificados foram testados como
materiais na imobilizacdo com efeito protetor de bactérias probidticas, como amido de
arroz (ALFARO-GALARZA et al., 2020), milho (LI et al., 2016), batata (LUCA;
OROIAN, 2020), araruta (SAMEDI; CHARLES, 2019), mandioca (OROZCO-PARRA
et al., 2020).

No estudo de Alfaro-Galarza e al., (2020), foi estudado efeito protetor do arroz
ou taro na microencapsulacdo de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (LPSP)
por spray drying. Os autores relatam que os resultados com amido de Taro foram
mais promissores na protecao das células quando comparado ao de arroz e que a
temperatura de entrada do sistema afetou a viabilidade celular, sendo necessario
ajustes, mas apresentou boa sobrevivéncia a passagem gastrintestinal. Ja a pesquisa
realizada por Luca; Oroian, (2020) utilizou amido de batata para proteger cepas de
Lactobacillus pela técnica de extrusdo e observou que o amido de batata foi capaz de

proteger as células durante 30 dias de armazenamento.

6.1.4 Inulina

Outro material interessante é ainulina, pertencente a um grupo de frutanos que
ocorre naturalmente em plantas como um carboidrato de armazenamento. E um
polimero de R (1-2) D-frutose constituindo cadeias de diferentes comprimentos, cada
uma delas com uma unidade terminal de glicose. Entre as fontes naturais de inulina,
a chicédria industrial é uma das mais importantes devido ao seu teor de inulina com
alto grau de polimerizacdo (SAMOLINSKA; GRELA, 2017).

Historico de processamento e grau de polimerizagdo tém um grande impacto
no comportamento fisico-quimico dainulina, o qual determina sua funcionalidade para
diferentes aplicacdes. A inulina tem um peso molecular maior do que mono e
dissacarideos, com isso tem uma maior transicao vitrea e temperatura de fusao, e é
mais viscoso quando dissolvido. O peso molecular mais alto também se correlaciona

com uma solubilidade mais baixa. Comparado a outros oligo- e polissacarideos, a
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inulina tem uma alta flexibilidade molecular por causa de seu (2 — 1) ligado - D
estrutura de frutosil (FAYED etal., 2019).

Apresenta caracteristicas basicas como: nao sofrer hidrolise pelas secrecdes
gastricas e ndo ser absorvida no intestino delgado, sendo fermentavel pela microbiota
do intestino grosso. Possui baixo valor calérico em virtude de sua ndo-digestibilidade.
Além disso, o uso nutricional da inulina fornece uma maneira favoravel de estimular o
equilibbrio microbiano, fornecendo um mecanismo de defesa contra o ataque e a
translocacdo de patdgenos, assim como na inibicdo de doencas do TGl (SHOAIB
et al., 2016). A inulina de cadeia longa com alto grau de polimerizacdo possui alta
estabilidade térmica e baixa solubilidade, o que justifica a difusdo mais lenta do
material, proporcionando maior estabilidade do microrganismo (ROSOLEN et al.,
2019). Diversos estudos utilizam inulina na encapsulacdo de probidticos, geralmente
de forma combinada (NUNES et al.,, 2018; ROSOLEN et al., 2019; SANTOS et al.,
2019; RADDATZ et al., 2020).

6.1.5 Pectina

Ja as pectinas sdo polissacarideos estruturais da parede celular vegetal
compostos principalmente por unidades de &cido galacturbnico, onde grupos
carboxilicos envolvidos nas ligacdes podem ser esterificados por grupos metil, e
residuos de aguUcares estdo presentes ao longo da cadeia, podendo ser classificada
conforme seu grau de metoxilacdo. Este polissacarideo é frequentemente associado
a outros componentes da parede celular, como celulose, hemicelulose e lignina. Tem
sido usado nas industrias de alimentos e bebidas por muitos anos, como agente
gelificante, espessante, estabilizante e emulsificante (LARA-ESPINOZA et al., 2018).

A pectina possui capacidade de formagdo de complexos com outros polimeros,
dependendo do pH, e devido a esta capacidade estudos relacionados ao revestimento
de microcapsulas probidticas com esses complexos vém sendo estudados (DAFE et
al., 2017; VAZIRI et al., 2018; RADDATZ et al., 2020; YAN et al., 2020). Como €é o
caso do estudo realizado por Vaziri et al., (2018) que co-microencapsulou o probiético
L. plantarum e 6leo rico em DHA utilizando uma combinacdo de pectina, alginato e
gelatina obtendo 88,66% de sobrevivéncia celular. Utilizando outra cepa de L.
plantarum (ATCC 13643), Dafe et al., (2017) também utilizou a pectina para
microencapsular, mas desta vez combinando com com amido e pela técnica de

extrusdo, que demonstrou resisténcia as condi¢cdes adversas do trato gastrintestinal.
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6.2 Proteinas
6.2.1 Proteinas do soro de leite

As proteinas do soro de queijo sdao muito utilizadas como material de
revestimento para encapsulacdo de probidticos devido a suas propriedades
nutricionais agregadas (LOYEAU et al., 2018). As proteinas isoladas do soro de leite
consistem em caseina, uma fosfoproteina e nas proteinas de soro de leite que séo a

B-lactoglobulina e a a-lactalbumina, e o conteldo destas proteinas no leite vai

depender de diferentes fatores como a fonte. Essas proteinas podem ser recuperadas
de diferentes formas, como o soro concentrado ou isolado ou hidrolisado ou ainda
nativo, a depender do tipo de processamento, especialmente se a filtracéo foi utilizado
no processo (GANJU; GOGATE, 2017).

Muitos estudos utilizam as proteinas do soro de leite isolado ou combinado a
outros materiais na encapsulacdo por diferentes técnicas e encontram grande
protecdo e reforco na sobrevivéncia das células (ROSOLEN et al. 2019;
HERNANDEZ-BARRUETA et al. 2020; KAREB et al. 2019). Rosolen et al. (2019),
utilizou uma mistura de soro de queijo com inulina para conferir protecao ao probiético
L. lactis R7 e obteve resultados promissores na protecao a diversos parametros como,
armazenamento, passagem gastrintestinal, resisténcia térmica, eficiéncia do

processo entre outros.

6.3 Sais
6.3.1 Alginato de sodio

O alginato de sodio é categorizado como um polissacarideo linear composto
por residuos de acido D-manurénico (M) ligado em B-(1 — 4) e acido L-gulurénico (G)
ligado em a-(1 — 4) derivados de algas marrons e bactérias fontes (FAYED et al.
2019), sendo o material encapsulante mais utilizado devido sua atoxicidade,
biocompatibilidade, facil manuseio, baixo custo e ser degradado em pH baixo,
permitindo a liberagdo de probidticos em condicdes digestivas (AFZAAL et al. 2018;
HU et al. 2021). Assim como outros materiais descritos até aqui, o alginato de sodio

€ comumente combinado a outros materiais na encapsulagdo de bioativos, incluindo
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0s probidticos. Quando combinado, € capaz de formar géis e proteger as células
probidticas (HU et al. 2021).

A exemplo, Liu et al. (2021) encapsularam B. longum por gelificagdo de dupla
rede utilizando alginato de sodio e gelatina de peixe melhorando a eficiéncia de
encapsulacdo de 15,85% para 91,91%, além da melhora na estabilidade térmica,
gquando comparado ao probidtico livre. Afzaal et al. (2018) combinaram o uso de
alginato de sédio com carragenina para microencapsular L. acidophilus e incorporar
a um sorvete e obtiveram resultados positivos na manutencdo da viabilidade
probidtica no produto e também na passagem gastrintestinal quando comparado as
células livres. Similar a este estudo, Hu et al., (2021) encapsularamou pela técnica de
extrusdo o0 probiotico L. bulgaricus utilizando alginato de sodio e pectina para
incorporacdo em um iogurte, observando uma melhora na sobrevivéncia
gastrointestinal e que embora as microesferas obtidos por tal técnica apresentem
tamanho maiores quando comparados a por exemplo a pulverizagdo, neste estudo a
andlise sensorial mostrou que as microesferas possuiam boa elasticidade e

mastigabilidade.

7. Microrganismos Probidticos em Matrizes Alimentares

Nos Uultimos anos a demanda por produtos que oferecam uma melhor qualidade
de vida e bem-estar as pessoas tem se acentuado devido ao aumento da
conscientizacdo das pessoas em relacéo aos alimentos funcionais e seus beneficios
a saude (ZAFAR; PING, 2020). Uma vez que esses alimentos possuem propriedades
anti-inflamatoérias e anticarcinogénicas, atuam na prevencdo de doengas, controle da
obesidade e alivio do diabetes, se tornando assim, um dos principais aliados no
combate a diversas doencas (DAS; SEN, 2014).

Esta tendéncia social incentiva a indUstria de alimentos a produzir alimentos
contendo compostos funcionais como probidticos, prebiodticos, peptideos bioativos,
composto antioxidantes e nutrientes como alguns minerais e vitaminas, a fim de
proporcionar beneficios a satude do consumidor (MORELLI et al., 2018).

Atualmente, o setor lacteo abrange a maior parte de alimentos funcionais
contendo probidticos e prebidticos, onde iogurtes e leites fermentados representam
os principais produtos vendidos em todo o mundo, simbolizando 60-70% do mercado
de produtos funcionais (KAREB; AIDER, 2019). Sendo assim, o mercado global de

produtos lacteos funcionais é caracterizado por ter um segmento muito dindmico na



60

indGstria de laticinios, onde estima-se que nos Ultimos anos, estes produtos
representaram um valor de mercado de 13,9 bilhdes de ddlares (TURKMEN et al.,
2019).

Mesmo com o grande interesse em proporcionar novas conformacdes de
produtos contendo probidticos, o emprego desses microrganismos em diferentes
matrizes alimentares representa um desafio para as industrias e pesquisadores visto
gue o microrganismo deve manter sua viabilidade superior a 108 CFU.g™" durante o
processamento, armazenamento do produto e ao ser consumido, assim como garantir
aceitacao do produto pelo consumidor (FAO/WHO, 2001; SARAO; ARORA, 2017).

Sendo assim, essa nova abordagem de aplicacdo de probidticos esta sendo
uma aposta em laboratorios de pesquisa para ampliar a gama de produtos funcionais
probidticos disponiveis no mercado, os quais estdo englobando tanto os setores
lacteos quanto produtos carneos, sucos e sobremesas (GUL, 2017; EPHREM et al.,
2018; MUZZAFAR; SHARMA, 2018; DIMITRELLOU et al., 2019; BIS-SOUZA? et al.,
2020; NG et al., 2020) Além do uso de microrganismos probidticos e pos-bioticos na
producéo de embalagens bioativas (MOZAFFARZOGH et al.,, 2020; YORDSHAHI et
al., 2020).

7.1 Probi6ticos em alimentos lacteos

O consumo de leite e produtos derivados representa um fator de extrema
importancia para a promogdo da saude. Uma vez que estes alimentos apresentam
macro e micronutrientes importantes para o desenvolvimento esquelético, muscular e
neurologico, além de ser um veiculo apropriado para a absorcdo de nutrientes
solaveis em lipidios (VISIOLI; STRATA, 2014). Com isso, o leite e produtos derivados,
mesmo com os altos indices de intolerancia, ainda representam um dos alimentos
mais consumidos pelas pessoas, caracterizando a dindmica no mercado (TURKMEN
et al., 2019).

Diante do alto perfil de consumo de produtos lacteos e suas propriedades
nutricionais favoraveis, pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de ampliar a
disponibilidade de produtos no mercado, assim como complementar o seu valor
nutricional (TERPOU et al., 2018; NG et al., 2020; PEREIRA et al., 2020), assim como
o de produtos derivados de leites de origem ndo-bovina (RANADHEERA et al., 2018;
ALJUTALLY et al., 2020; CUI et al., 2021).
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Além da presenca de microrganismos responsaveis pelo processo de
fermentacdo e producéo dos produtos lacteos, uma das apostas das pesquisas com
o intuito de aprimorar o valor nutricional destes alimentos, é a aplicacdo de probiéticos
em matrizes lacteas, visto que o emprego de microrganismos probiéticos nestes
alimentos colabora para a obtencdo de uma microbiota saudavel, bem como pode
auxiliar no combate a sindrome metabdlica e obesidade (ALJUTAILY et al.,, 2020).
Sendo assim, 0 mercado de produtos lacteos probidticos esta em ascenséo.

Dentre as conformacdes de produtos funcionais lacteos contendo
microrganismos probioticos esta o leite fermentado, uma vez que estes, com a
utiizacdo de microrganismos acido-laticos com potencial probidtico, ultrapassam a
funcionalidade anteriormente conhecida dos leites fermentados, 0s quais eram
valorizados por representarem um método biolégico de preservagéo do leite. A frente
disso, os leites fermentados contendo microrganismos fermentativos com qualidades
probidticas podem apresentar propriedades nutricionais e funcionais aprimoradas em
funcdo da capacidade de transformacéao de substratos e formacéo de produtos finais
bioativos ou biodisponiveis através do metabolismo do probiético (MARCO et al.,
2017; BENGOA et al., 2020).

Vale salientar que além do efeito benéfico adicional proveniente dos
microrganismos probidticos, pesquisadores complementam ainda mais o valor
funcional de produtos lacteos através da adicdo de prebidticos. A frente disso, a
aplicacao de prebiodticos pode entéo restaurar a diversidade e atividade da microbiota
intestinal, potencializando o efeito dos microrganismos probioticos. Dantas et al.,
(2020) demonstraramu essa interacdo ao produzir microcapsulas pela técnica de
Spray dryer contendo Bifidobacterium BB-12, leite sem lactose, e os prebidticos:
inulina e oligofrutose como materiais de revestimento. Comisso, foi salientado que as
microcdpsulas de leite sem lactose e inulina demonstraram o maior rendimento e
viabilidade ap6s 120 dias de armazenamento. Enquanto a microcipsula de leite sem
lactose e oligofrutose apresentou melhor resultado de taxa de sobrevivéncia
probidtica na exposicdo ao trato gastrointestinal simulado. Manifestando a
possibilidade de geracdo de produtos com valor funcional elevado devido aos
beneficios dos prebidticos.

Além de leites de origem bovina, outros leites estdo sendo alvo de estudos com

probidticos, uma vez que leites derivados de camelo, cabra e alguns extratos vegetais
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podem apresentar diversos beneficios e servir como fonte de microrganismos
probidticos (AYYASH et al., 2020).

Os leites de origem ndo bovina também estdo sendo relacionados com a
melhora do funcionamento do trato gastrointestinal. De forma geral, os produtos
lacteos ndo bovinos estdo sendo utilizados como veiculos de probidticos e
demonstrando eficiéncia nesse processo, pois 0s substratos presentes nestes
produtos podem facilitar a viabilidade probiética ideal durante o armazenamento, além
de fornecer o aumento das propriedades funcionais dos probiéticos. Porém, um dos
fatores que representa uma desvantagem sao as caracteristicas sensoriais
consideradas como desagradaveis. Como por exemplo a acidez e propriedade
reologica baixa da coalhada obtida através do leite de cabra (RANADHEERA et al.,
2016; RANADHEERA et al.,, 2018). Diante disso, a técnica de encapsulacdo de
probidticos pode ser uma aliada na utilizacdo de leites de origem ndo bovina. Uma
vez que a aplicacdo desta metodologia é capaz de aumentar a aceitabilidade e a vida
util desses produtos. Dado que o uso da técnica de imobilizacdo de bactérias acido
laticas combinada com &gar e o bioproduto Ocimum basilicum para a producdo de
gueijos de leite de cabra apresentou pH mais alto e menor dureza, promovendo uma
diferenca significativa na aceitabilidade geral do queijo de leite de cabra (BARTKIENE
et al., 2018).

Além disso, os leites de origem ndo bovina e seus derivados, tém sido
utilizados como materiais de revestimento para aplicacdo de probiéticos em queijo.
Um exemplo disso é dado por Mudgil et al., (2021), onde a proteina de leite de camelo
e amido de trigo foram utilizados como materiais para encapsular Pediococcus
pentosaceus pela técnica de emulsificacdo seguida de liofilizagdo. As microcapsulas
foram aplicadas em queijo macio tradicional (Chami), onde as capsulas produzidas
com proteina de leite de camelo demonstraram uma maior viabilidade celular em
comparacdo com as capsulas de amido de trigo. Entretanto, ambas as capsulas
tiveram sucesso na exposicdo ao trato gastrointestinal simulado e apresentaram
atividade inibitéria para a-glicosidase, a-amilase e DPP-IV no periodo de 9 dias de
armazenamento a 4°C.

Outrossim, a imobilizacdo de células microbianas reflete um efeito positivo na
producdo de alimentos funcionais lacteos probidticos com viabilidade favorecida
durante o processo e producédo dos produtos. Ferreira et al., (2017) demonstraram

isso ao utilizar as técnicas de liofilizacéo e spray drying para a producéo de culturas
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starters encapsuladas para posterior aplicagédo na fabricagcdo de queijos de leite de
bdfala. Os autores constataram que as microcapsulas feitas pela técnica de spray
drying demonstraram um melhor resultado no armazenamento durante 60 dias a 4°C
e uma maior reducdo no pH do leite em compara¢édo com as capsulas produzidas por
liofilizacdo. Ja em relacdo ao teste térmico, ambas as microcapsulas apresentaram
uma baixa perda na viabilidade celular, indicando o potencial para aplicactes
industriais.

Mais uma abordagem foi feita por Moghanjougi et al, (2020), onde foi
elaborado um filme de celulose bacteriana contendo Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis livres e microencapsulados. Onde as microcapsulas foram
produzidas através da técnica de emulsdo seguida de centrifugagcdo e com a
utilizacdo de pectina e alginato de s6dio como materiais de revestimento. Os filmes
bioativos foram aplicados em queijo branco de salmoura e a viabilidade probioética, o
efeito antifingico e o efeito sobre as caracteristicas quimicas do queijo branco de
salmoura foram avaliados durante 45 dias de armazenamento. Apos esse periodo, 0s
autores constataram que a metodologia aplicada no estudo resultou no aumento da
viabilidade dos probidticos, assim como na producdo favoravel de bacteriocinas e
acido latico pelos microrganismos imobilizados, demonstrando ser um método
alternativo de biopreservacao de queijos.

A eficiéncia de cdpsulas produzidas com spray na protecao a ambientes acidos
também foi conferida por Pourjafara et al., (2020) ao testarem a viabilidade de L.
acidophilus PTCC 4356 e L. rhamnosus PTCC 1469 livre e encapsulados aplicados
em iogurte Doogh, em que foi utilizado alginato de sédio combinado com cloreto de
calcio para a realizacdo da técnica de extrusdo. Como resultados 0s autores
obtiveram que a encapsulacdo protegeu os microrganismos probiéticos durante o
armazenamento de 42 dias, a exposi¢éo ao trato gastrointestinal, apresentando mais
uma abordagem promissora para a industria de alimentos.

Outra alternativa foi demonstrada por Farias et al., (2019), onde a viabilidade
de Lactobacillus rhamnosus ASCC 290 e Lactobacillus casei ATCC 334 livre e
microencapsulado foi analisado em sorvete de mamao. No qual as microcapsulas
foram produzidas pela técnica de extrusdo e com a utilizacdo de alginato de calcio e
guitosana como materiais de revestimento, e o0 armazenamento e exposi¢ao ao trato

gastrointestinal foi avaliado. Com isso, 0s autores afirmaram que a aplicagédo da
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técnica de encapsulacéo foi vantajosa para a viabilidade celular de Lactobacillus casei
ATCC 334.

Apesar da alta disponibilidade de produtos lacteos probiéticos no mercado, e
do volume promissor de pesquisas na area, a disponibilidade de produtos probioticos
ainda apresenta alguns fatores limitantes, sendo a incompatibilidade com pessoas
intolerantes a lactose o principal deles. Com isso, o estudo com a aplicacdo de
probidticos em matrizes lacteas de origem bovina e ndo bovina sem lactose também
estao sendo realizados (PINTO et al.,, 2019; PEREIRA et al., 2020). Além disso, a
preferéncia do consumidor € outro fator que pesa na oferta de produtos probioticos
lacteos, visto que parte da populacdo mundial ndo ingere leite e derivados na dieta.
Com isso, a aplicacdo de microrganismos e producdo de produtos probidticos

funcionais ndo lacteos é alvo de diversos pesquisadores.

7.2 Bebidas nao lacteas probidticas

Nos Ultimos anos, muitas pesquisas com aplicacdo de microrganismos
probidticos em matrizes nao lacteas vem crescendo, dentro deste periodo, as bebidas
nao lacteas como sucos de frutas ganharam destaque. Uma vez que os sucos de
frutas séo bebidas nutritivas, sem lactose e com baixo teor de gordura, se tornando
de grande interesse dos consumidores (EPHREM et al., 2018). Diante disso, a adi¢cao
de probioticos potencializa o valor nutricional das bebidas, tornando esse mercado
cada vez mais promissor.

Uma das conformacfes apresentadas nos estudos é relatada por Vivek et al.,
(2021), em que objetivou-se avaliar o potencial probidtico e a viabilidade do L.
plantarum subsp. plantarum MCC 2974 microencapsulado com suco de amora da
Meghalaya (Sohiong) e maltodextrina pela técnica de spray drying. Ao final de 36
dias de armazenamento em temperatura ambiente, e 104 dias em temperatura
refrigerada, 0 microrganismo microencapsulado apresentou viabilidade de
6,0 Log CFU.g1. Demonstrando a producdo promissora de suco de Sohiong em p6
com propriedades probioticas e caracteristicas sensoriais adequadas.

Outra abordagem semelhante foi realizada por Rama et al., (2020), na qual
foram aplicadas as cepas Lactobacillus pentosus ML 82 enddgeno e a cepa referéncia
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 encapsuladas com soro de leite bovino e de
bdfala em suco de laranja. E a resisténcia ao armazenamento em temperatura

ambiente, a exposicao simulada ao trato gastrointestinal no suco foram avaliadas. Ao
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final de 90 dias de armazenamento, as microcdpsulas probidticas manifestaram
viabilidade celular acima de 7 Log CFU.gl, maiores taxas de sobrevivéncia em
comparacao com as células livres na exposi¢do ao trato gastrointestinal simulado.

Estes artigos demonstraram o0 aumento das caracteristicas nutricionais e vida
atii do produto. Além das vantagens atreladas aos produtos, a aplicacdo de
probidticos em sucos favorece a atividade intestinal dos consumidores, enfatizando
uma das principais caracteristicas intrinsecas dos microrganismos probiéticos.

Com isso, os beneficios da relacdo probidtico-suco passam a ser de grande
interesse industrial. Apesar da ampla aplicacdo de microrganismos nestas matrizes,
fatores como acidez e presenga de compostos nocivos aos microrganismos acabam
limitando algumas abordagens. Neste caso, os pesquisadores tém apostado no uso
de técnicas que favorecem o desenvolvimento do probiético em ambientes adversos.
Horackova et al., (2018) exemplificaram essa tematica ao desenvolver microcapsulas
de proteina de leite contendo Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 pela técnica
de emulsificacédo, e aplicar em suco de abacaxi e suco de morango. Como resultado,
0s autores salientaram que as microcapsulas aumentaram a estabilidade do
probidtico apds 28 dias de armazenamento refrigerado, e o nUmero de células de
bifidobactérias, pH e teor de &cido latico e acético ndo se alteraram no suco de
abacaxi e morango apos 24 h de cultivo a 37°C. Entretanto, apenas o suco de abacaxi
demonstrou ser um veiculo adequado para Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb12 ao manter a viabilidade celular durante o armazenamento, e manteve suas
caracteristicas sensoriais.

Além disso, alguns estudos apostam na utilizagcdo da prépria matriz como
material encapsulante, a fim de, ao final do processo de encapsulacdo ou
imobilizacdo, ja se obter o produto probidtico (NAMI et al., 2020; VIVEK et al., 2020).
Uma das vantagens atreladas a isso é o facil preparo por apresentar estrutura
instantanea, além de favorecer o armazenamento e o transporte destes produtos
(MOKOENA, 2017; COPUR et al., 2019).

7.3 Aplicacdo de probidticos em vegetais, cereais e frutas

Quanto mais distintas as matrizes alimentares, mais se faz jus ao uso de
técnicas de encapsulacdo. No caso dos vegetais, cereais e frutas estas técnicas sao
as principais aliadas na hora de acrescentar os probidticos de forma que as

caracteristicas fisico-quimicas dos produtos e os fatores externos nao afetem os
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microrganismos. Dentre estes fatores, a interacdo bioquimica entre os probidticos e a
matriz € um dos alvos dos pesquisadores, onde a encapsulacdo pode colaborar para
a liberacédo controlada do microrganismo, possibilitando diferentes aplicagbes (BASU
et al., 2018).

Dentre estas aplicacfes, os vegetais em forma de cha sdo amplamente
consumidos. Entretanto, a perda de compostos polifendlicos durante o periodo de
armazenamento e a ocorréncia de fermentacdo indesejada do produto quando
suplementado com probidticos sédo fatores que atrapalham a producdo de cha
probidtico. Diante disso, Hernandez-Barrueta et al., (2020) formularam um chéa verde
probidtico com a utilizacdo de Lactobacillus rhamnosus GG microencapsulado com
proteina isolada de soro de leite e amido de huauzontle modificado (espécie de planta
comestivel). Assim, obtiveram um cha verde probiético com viabilidade estavel por 5
semanas, sem acidificacdo do produto durante o armazenamento e de fermentacdo
indesejavel. Lopes et al., (2020) demonstraram um efeito semelhante ao aplicar
microcapsulas de alginato e quitosana contendo Lactobacillus acidophilus La-05 -
produzidas pela técnica de gelificacdo ibnica externa, em leite vegetal de arroz e soja.
Onde observaram que a microencapsulacdo proporcionou maior protecdo ao
microrganismo no armazenamento, tratamento térmico e exposicdo ao trato
gastrointestinal simulado.

Além da viabilidade celular dos microrganismos probidticos, a tolerancia ao
trato gastrointestinal € outro aspecto importante na producdo de alimentos funcionais
desse porte. Uma vez que, a combinacao de probiéticos com alguns cereais e fibras
exercem papel fundamental na manutencdo da saude e bem-estar (SHAH et al.,
2020). Diante disso, a aplicacdo de capsulas simbidticas também tem mostrado
eficiéncia no desenvolvimento de cereais secos probioticos, demonstrando mais uma
abordagem para esse mercado (MOUMITA et al., 2017).

Atualmente um dos alimentos mais consumidos sdo os péaes devido a sua
praticidade e valor funcional, o que os torna uma matriz em potencial para a aplicacéo
de probiodticos. Zhang et al., (2018) desenvolveram paes probiéticos com a utilizagdo
de microcapsulas revestidas com leite desnatado reconstituido, goma arabica,
maltodextrina e inulina, produzidas pela técnica de liofilizacdo. Os autores
constataram que a viabilidade celular foi diretamente proporcional com a metodologia
utilizada para a incorporacéo dos probiéticos e das propriedades fisicas dos materiais

de revestimento em relacdo a exposicdo ao calor umido. Com isso, foi possivel
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salientar que as microcapsulas contendo Lactobacillus plantarum P8 e leite desnatado
reconstituido como material de revestimento, apresentaram a sobrevivéncia maxima
dos probiéticos apdés 15 minutos de cozimento a 100°C quando distribuido na
superficie da massa. A partir disso, foi demonstrado que essa combina¢do pode ser
uma alternativa com valor funcional elevado aos paes convencionais e torna
promissora a aplicacdo desta formulacdo a outros alimentos aquecidos. Seyedain-
Ardabili et al., (2016) utilizaram uma abordagem semelhante ao propor a utilizacéo de
Lactobacillus acidophilus LA-5 e L. casei 431 encapsulados com alginato de calcio e
amido de milho resistente, pela técnica de emulsdo e revestidos com quitosana, para
a producédo de pao de hamburguer e pdo branco. Ao final do cozimento dos pées, foi
possivel afirmar que a protecédo adicional da quitosana nas microcapsulas favoreceu
a resisténcia probiotica a viabilidade celular ndo sofreu alteracdo durante 4 dias de
armazenamento e ndo houve alteracdes nas caracteristicas sensoriais dos paes.

Assim como os paes, as frutas sdo outra aposta de grande praticidade e que
representa grande parte da dieta dos consumidores em busca de produtos funcionais.
Por esse motivo, alguns pesquisadores tém interesse em desenvolver frutas
probidticas, uma vez que elas também representam protecdo ao microrganismo, visto
gue ndo necessitam passar por tensfes durante o processamento e armazenamento
do produto (ESTER et al., 2019). Apesar disso, vale salientar que dependendo da
fruta o tempo de vida Util, assim como a forma de transporte pode representar um
fator negativo. Como solucdo, os pesquisadores tém apostado na utilizacdo de
técnicas de secagem a fim de evitar esses possiveis danos e também estdo usando
para incorporar microrganismos probioticos (SUN-WATERHOUSE, 2011). Elvan et
al., (2022), exemplificam essa metodologia ao utilizar Lactiplantibacillus pentosus
NRRL B-227 encapsulado pela técnica de emulsificacdo seguida por uma
centrifugacdo e com a utilizacdo de xilana e proteina de soro de leite concentrada
como materiais de revestimento. O qual foi aplicado de forma livre e encapsulada na
superficies de azeitonas e o potencial antioxidantes, resisténcia a antibiéticos e a
passagem pelo trato gastrointestinal simulado foram avaliados. Com isso os autores
demonstraram uma nova possibilidade de produto funcional.

Dentro deste ramo, pesquisadores tém ampliado esta gama de produtos
probidticos através de aplicacdes inovadoras que futuramente podem representar

grande consumo de alimentos funcionais.
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Um exemplo disso foi relatado por Santos et al., (2019), onde desenvolveram
uma mousse simbidtica contendo microcapsulas de Lactobacillus acidophilus La-5,
revestidas de inulina e produzidas pela técnica de spray drying. Possibilitando uma
sobremesa com valor nutricional e funcional elevado. Outro exemplo foi demonstrado
por Qaziyani et al., (2019) através do desenvolvimento de uma goma de mascar
probidtica, na qual Lactobacillus reuteri foi microencapsulado usando alginato, inulina
e lecitina como materiais de revestimento para a técnica de extrusdo. A partir disso,
0s autores obtiveram uma goma de mascar promissora para a entrega de probidticos.

Mais uma aplicacdo inovadora e tecnologica foi desenvolvida por
Mirkovi¢ et al., (2018). Foi investigada a viabilidade de Lactobacillus plantarum 564 e
Lactobacillus plantarum 299v revestidos com leite desnatado reconstituido e
encapsulados pela técnica de spray drying para a producdo de chocolate amargo.
ApOs o processo de microencapsulacéo, os chocolates probidticos foram submetidos
ao armazenamento por 180 dias e a analise sensorial, onde 0s microrganismos
encapsulados se mantiveram viaveis durante todo o periodo de armazenamento e
caracteristicas sensoriais aceitaveis. Demonstrando uma aplicagdo promissora para
o desenvolvimento de produtos probidticos.

De modo geral, o emprego de tecnologias de imobilizacdo e encapsulagcéo de
probidticos tém representado a ascensdo do mercado de produtos funcionais
probidticos onde futuramente a gama de alimentos probidticos ndo lacteos tende a
ser maior. Mais detalhes sobre alguns estudos mostrados e outras abordagens estao

demonstrados na tabela 1.
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Tabela 1 - Aplicacdo de probiéticos em matrizes alimentares por diferentes técnicas e materiais encapsulantes.

Matriz alimenticia

Probiotico

Materiais
encapsulantes

Método/Técnica

Analises

Referéncia

Leite fermentado

logurte
Produtos
Lacteos
Queijo
Sonete

bacillus casei
ATCC 393

Lactobacillus
acidophilus LA-5

Lactobacillus
plantarum
ATCC 8014

Lactobacillus
casei

Alginato

Soro de leite em pb e

goma arabica

Isolado de proteina
de soro de leite e
goma arabica

Alginato de calcio e
concentrado de
proteina de soro de
leite

Barreira de
contengéo
mecanica/extrusao

Barreira de
contengéo
mecanica /Spray
Dryer

Barreira de
contencgéo
mecanica/Freeze
dryer e Spray dryer

Aprisionamento em
matriz
porosa/Encapsulato
r (B-390; Buchi-
Switzerland)

Exposicao ao trato
gastrointestinal simulado
Armazenamento a 4°C por 28
dias
Eficiéncia de encapsulamento
e eficiéncia de producdo de
microcapsulas
Exposicao ao trato
gastrointestinal simulado

Eficiéncia de encapsulacéo
Armazenamento por 60 dias

Eficiéncia de encapsulacéo
Caracteristicas fisico-
guimicas, microbiol6gicas e
sensoriais
Exposicao ao trato
gastrointestinal simulado
Armazenamento por 80 dias

(Dimitrellou et al.,
2019)

(Leylak et al.,
2021)

(Sharifi et al.,
2020)

(Afzaal et al.,
2020)

Suco de roma

Suco de laranja

Ceneja e suco
de maca

Lactobacillus
paracasei K5

Lactococcus

lactis ABRIINW-

N19

Lactobacillus.
rhamnosus GG

Farelo de trigo
deslignificado

Alginato-goma persa,
fruto-
oligossacarideos
(FOS) e inulina

Alginato e alginato-
silica

Adsorcao

Barreira de
contencéo
mecanica /Extrusao

Barreira de
contencéo
mecanica

[Liofilizag&o

Armazenamento a 4°C por 4
semanas
Estabilidade, taxa de
sobrevivencia, liberagdo de
coldnia e teor de pH / agucar
de células probidticas lives e
microencapsuladas
Eficiéncia de encapsulagao
Exposicao ao trato
gastrointestinal simulado
Armazenamento a 4°C por 6
semanas

Armazenamento a 4°C

(Mantzourani et
al., 2020)

(Nami et al.,
2020)

(Haffner; Pasc,
2018)



Suco de
maracuja em po

Chéa Verde

Lactobacillus
reuteri DSM
17938

Lactobacillus
rhamnosus GG

Lactobacillus
acidophilus
NCIM 2660,
Lactobacillus
bulgaricu NCIM

Maltodextrina,
gelatina e polpa de
maracuja

Soro de leite e amido

de huauzontle
modificado

Barreira de
contencgéo
mecanica/Spray
Dryer
Barreira de
contencéo
mecanica/Spray
Dryer

Eficiéncia de encapsulamento
Taxa de sobrevivéncia

Armazenamento a 4°C
Sobrevivéncia celular
Aceitabilidade sensorial

Exposigcéo ao trato
gastrointestinal simulado

70

(Monteiro et al.,
2020)

(Hernandez-
Barrueta et al.,
2020)

Vegetais, . Pleurotus ostreatus Aprisionamento em Resisténcia térmica .
cereaise Tar_ml Nadu e 102 205.6’ (prebidtico) e matriz porosa Armazenamento a (Moumita et al.,
bebida maltada Lactobacillus ) o N : 2017)
frutas f alginato de sodio [Extruséao temperatura ambiente por 3
ermentum semanas
NCIM 2165 e
Lactobacillus
plantarum NCIM
2083
Armazenamento a 7°C por
. 120 dias
. ; Lactobacillus ; Apr|5|or_1amento em Resisténcia térmica
Leite de soja e : ; Alginato e matriz porosa - (Lopes et al.,
leite de arroz acidophilus La- alginato+quitosana /Encapsulator B- EXPOSIQ&.‘O ao trato 2020)
05 305 gastrointestinal simulado
Analises fisico-quimicas
Aprisionamento em Exposicao ao trato
Snacks de maca  Bifidobacterium Alginato de sédio e matriz porosa gastrqmj[estmzfll.S|mul§1dp (Afzaal et al.,
desidratados bifidum carragenina /Encapsulator (B- Caracter|st_|cas .f|S|c.o-qU|m|cas 2020)
390, Buchi- e microbiolégicas
Switzerland) Armazenamento por 25 dias
Salsichas Enterococcus Aldinato. leite em b6 Aprisionamento em  Caracteristicas fisico-quimicas (Cavalheiro et al
fermentadas a faecium CECT ginato, PO, matriz porosa e microbioldgicas "
dextrina e trealose ~ . 2020)
seco 410 /Extruséo Tempo de amadurecimento
Carneos
Carne de porco Lactobacillus Aldinato Aprlrﬁgt):i]?msggaem Rendimento de encapsulagao (Corbo et al.,
P plantarum g P Armazenamento a 4°C 2016)

/|Extrusao
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Bifidobacterium

animalis Bb-12

ou Lactobacillus
casei-01

Presunto fatiado

Lactobacillus

File de peixe reuteri E81

Soro de leite

Nanofibras a base de
poli (&lcool vinilico)

Adsorgao

Barreira de

contencéo

mecanica
/Electrospinning

Caracteristicas fisico-quimicas
Armazenamento a 4°C por 45
dias

Caracteristicas morfologicas e
potencial antioxidante

(Pereira et al.,
2018)

(Ceylan et al.,
2019)
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8. Consideracdes finais

Inovacdes e descobertas nos mais diversos setores sao apresentadas diariamente, ao
se falar de probiéticos ndo € diferente. Seu conceito, beneficios e aplicacbes séao
constantemente revisados, descobertos e divulgados. Especialmente no que tange a aplicacao
destes microrganismos benéficos a salde, comenta-se, pesquisa-se sobre a imobilizacdo dos
mesmos para melhoramento do processamento e/ou da aplicagdo de probiéticos em alimentos.
Mas a escolha da técnica e do material de revestimento/aprisionamento envolvido precisa
observar vérios fatores, como custo para implementacao, tempo de processamento, e qualidade
do produto final. O que se sabe até o presente momento € que muitas técnicas apresentam
resultados promissores e eficientes e que os materiais geralmente sdo combinados, aliando
seus potenciais e consequentemente cumprindo papéis importantes. Por fim, constatou-se que
a aplicacao de probidticos caminha para além daqueles alimentos classicos de fonte probidtica
gue sdo os derivados lacteos, devido a diferentes demandas no setor alimenticio probidtico, e
muitas pesquisas que investigam formas inovadoras, em muitos casos com sucesso, ha
aplicacdo de probidticos encapsulados em bebidas vegetais, produtos céarneos, frutas
desidratadas entre outros, ampliando a gama destes alimentos, possibilitando maior acesso da

populacdo e movimentando o comércio/economia destes produtos.
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CAPITULO 2

Microencapsulacao de Lacticaseibacillus casei CSL3 utilizando soro de queijo, fruto-
oligossacarideo e goma xantana por spray dryer
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Resumo

Este estudo investigou o efeito protetor da proteina do soro de queijo (CW), fruto-
oligossacarideos (FOS) e goma xantana (XG) como materiais de parede em microcapsulas
sobre a viabilidade de Lacticaseibacillus casei, com foco na estabilidade térmica,
armazenamento e simulacdo do trato gastrointestinal. . Foram examinadas duas composi¢coes
de materiais de parede, uma com proteina de soro de queijo e fruto-oligossacarideos, e outra
com 0s mesmos componentes e adicdo de goma xantana. Ambas as composicoes
demonstraram elevadas eficiéncias de encapsulamento de aproximadamente 99%.
Microcépsulas contendo goma xantana exibiram melhor estabilidade térmica e maior viabilidade
celular contra o calor. Durante o armazenamento, ambos o0s tipos de microcapsulas
preservaram efetivamente a viabilidade de Lacticaseibacillus casei por pelo menos 56 dias, com
microcapsulas CW/FOS/XG demonstrando preservagao superior em diferentes temperaturas.
Além disso, as microcapsulas proporcionaram protecdo eficaz durante condicbes
gastrointestinais simuladas, com ambas as microcapsulas apresentando resisténcia a acidos e
sais biliares. A combinagdo de goma xantana, fruto-oligossacarideos e proteina de soro de
queijo desempenhou um papel critico na protecdo de Lacticaseibacillus casei, oferecendo

aplicacfes potenciais na indastria alimenticia.

Palavras-chaves: Viabilidade celular; Trato gastrointestinal; Probidtico; Armazenamento;

Degradacéo térmica.
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Abstract

This study investigated the protective effect of cheese whey protein (CW), fructo-
oligosaccharides (FOS), and xanthan gum (XG) as wall materials in microcapsules on the
viability of Lacticaseibacillus casei, focusing on thermal stability, storage, and gastrointestinal
tract simulation. Two compositions of wall materials were examined, one with cheese whey
protein and fructo-oligosaccharides, and the other with the same components and addition of
xanthan gum. Both compositions demonstrated high encapsulation efficiencies of approximately
99%. Microcapsules containing xanthan gum exhibited improved thermal stability and enhanced
cell viability against heat. During storage, both types of microcapsules effectively preserved the
viability of Lacticaseibacillus casei for at least 56 days, with CW/FOS/XG microcapsules
demonstrating superior preservation at different temperatures. Moreover, the microcapsules
provided effective protection during simulated gastrointestinal conditions, with both
microcapsules displaying resistance to acid and bile salts. The combination of xanthan gum,
fructo-oligosaccharides and cheese whey protein played a critical role in protecting

Lacticaseibacillus casei, offering potential applications in the food industry.

Keywords: Cell viability; Gastrointestinal tract; Probiotic; Storage; Thermal degradation.
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1 Introducéo

Nos ultimos anos (SIMEONI et al., 2014; SILVA et al., 2015; TONTUL-ARSLAN; ERBAS,
2017; ROSOLEN et al., 2019; LEYLAK et al., 2021; MINJ, ANAND, 2022), observou-se um
aumento no interesse por alimentos probiéticos pela populacdo devido aos beneficios a saude
humana.

A utilizacdo de microrganismos probiéticos exige alguns critérios de selecdo sendo, o
principal deles, que a cepa ndo deve ser patogénica e considera como segura com certificagao
GRAS - “generally recognized as safe” além de ser resistente ao acido biliar, ser capaz de se
fixar nas células epiteliais intestinais e colonizar o trato gastrointestinal humano (FRIGHETTO,
2012; HUERTAS et al., 2010; MONDRAGON-BERNAL, 2004).

Quando da sua utilizagdo em alimentos com alegacédo de propriedade funcional é
fundamental que os microrganismos utilizados apresentem resisténcia aos niveis de acidez, bile
e enzimas do trato gastrointestinal (ALAMPRESE et al., 2002) além de possuir resisténcia frente
as operacdes do processamento como congelamento, liofilizagdo, desidratacéo e se apresentar
viaveis durante o periodo de estocagem (FRIGHETTO, 2012).

Tendo em vista a alta suscetibilidade dos probiéticos a perda de viabilidade celular frente
as condicdes adversas de processamento e do trato gastrointestinal técnicas de imobilizacéao
bem como a utlizacdo de prebiodticos, como oligossacarideos, tem o potencial de melhorar a
viabilidade e vém sendo empregadas a fim de manter ou melhorar a sobrevivéncia das células
probidticas (BURGAIN eta., 2011; YING et al., 2013; YEUNG et al., 2016).

A encapsulacdo possibilita ampliacdo das aplicacdes visando a protecdo das suas
caracteristicas contra a deterioracdo, promovendo a formacdo de uma parede para o
aprisionamento das goticulas/particulas (SHEN; QUEK, 2014). Assim, a encapsulacdo ganha
destaque uma vez que permite a obtencdo de um produto com menor volume, reduzindo os
custos de transporte e armazenamento, facilitando sua dosagem e, principalmente, protegendo
o material encapsulado, aumentando sua estabilizacdo (JANISZEWSKA-TURAK, 2017).

Um método fisico bastante utilizado é o spray drying (secagem por pulverizacao) pois
seu procedimento € rapido, possui facil repetibilidade, é flexivel podendo ser facilmente operada
e controlada sendo eficiente para a producdo de particulas de boa qualidade (BURGAIN et al.,
2011; FRASCARELI et al, 2012; RAY; RAYCHAUDHURI, CHAKRABORTY,
2016;ALIAKBARIAN et al., 2018).
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Para que o encapsulamento seja realizado com sucesso um ponto importante a se
verificar é a selecdo de um material de suporte/parede adequado. O material ou materiais
escolhidos devem ser GRAS, biodegradaveis, economicamente viaveis e ter a capacidade de
criar uma barreira entre o material de nicleo e o ambiente externo. Dentre os diversos materiais
existentes alguns exemplos sao: alginato (DONG et al., 2013), celulose (MOZAFFARZOGH et
al., 2020), gomas (TA et al., 2021), gelatina (VAZIRI et al., 2018), soro de leite/queijo (YING et
al,, 2013), além dos com potencial prebiéticos como inulina (SHOAIB et al.,, 2016), fruto-
oligossacarideos (FOS) (NAMI et al., 2020) e galactooligossacarideos (GIBSON, 1999; LEYLAK
et al., 2021).

Carboidratos como o amido e a maltodextrina sdo amplamente utilizados como material
encapsulante, no entanto, a utilizacdo de (FOS) é pouco relatada na literatura como potencial
material encapsulante devido principalmente a sua baixa temperatura de transicdo vitrea
(RAJAM; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015).

Contudo, essa situagcado pode ser contornada com uma combinacdo de materiais de alto
peso molecular como soro de leite e goma xantana alterando a temperatura de transicdo vitrea
da mistura tornado possivel a sua utilizacdo como material encapsulante.

Assim, o objetivo do presente estudo foi realizar a maximizacdo de encapsulacdo e
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do whey protein, fruto-oligossacarideo e goma xantana
como materiais de parede em microcapsulas, seu efeito protetor, considerando estabilidade
térmica, armazenamento e simulacdo do trato gastrointestinal, na viabilidade celular de

Lacticaseibacillus casei.

2. Material e métodos

2.1 Microrganismo e condi¢fes de cultura

A cultura probiotica de Lacticaseibacillus casei CSL3 (L. casei) CSL3 foi isolado a partir
de amostras de silagem de colostro procedentes do Centro de Treinamento de Agricultores de
Cangucu-RS (CETAC) e cedida pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (UFPel). As células foram armazenadas
sob ultracongelamento (-80°C).

O L. casei CSL3 foi reativado em 40 mL de meio MRS (DE MAN, ROGOSA e SHARP,
1960) contendo 10% (v/Vv) e incubadas em agitador orbital (CERTOMAT BS-1) a 150 rpm, 37°C

por 24 h. Apés este periodo, o conteudo total do reativado foi transferido para 360 mL de meio
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MRS totalizando um inéculo de 400 mL o qual foi mantido a 37 °C por 24 h a 150 rpm em
agitador orbital (CERTOMAT BS-1). Ao final, as células foram centrifugadas a 2370 x g por 10
min a 4 °C, o pellet foi lavado com agua peptonada (2%), e ressuspendido em 20 ml de agua
peptonada (2%). Apé6s, foram adicionados nas misturas de materiais encapsulantes, como
descrito no item 2.2, com concentracdo celular entre 10+2 Log CFU.g! e mantidos a 25 °C até
o momento da secagem. Todos os testes de rompimento foram realizados até a contagem de
108, sendo este o valor descrito na literatura, como minimo para desempenhar o potencial
probidtico (TRIPATHI; GIRI, 2014).

2.2 Otimizagdo da encapsulacdo de probidticos por spray dryer

Visando a maximizacdo do rendimento de encapsulacdo dos probidticos foi realizado um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 23 (4 ensaios + 4 ensaios nos pontos axiais
+ 3 pontos centrais) para as variaveis temperatura (°C) e concentracdo de soélidos sollveis
(CSS), apresentados na Tabela 2, sendo a respostas avaliadas no planejamento o rendimento

do processo (%) de secagem.

Tabela 2 - Planejamento experimental 23 com 4 pontos axiais e 3 pontos centrais.

ENsaios Variaveis

Temperatura (°C) *CSS (%)
1 -1 (95) -1 (27,5)
2 +1 (105) -1 (27,5)
3 -1 (95) +1 (32,5)
4 +1 (105) +1 (32,5)
5 - 1,41 (90) 0 (30)
6 + 1,41 (110) 0 (30)
7 0 (100) - 1,41 (25)
8 0 (100) + 1,41 (35)
9 0 (100) 0 (30)
10 0 (100) 0 (30)
11 0(100) 0(30)

Valores reais expressos entre parénteses. * concentracdo de sélidos solluweis (CSS).

As cépsulas probioticas foram elaboradas conforme a metodologia proposta por Rascéon
et al. (2011), com modificacbes. Para a protecdo celular, foi elaborado duas misturas de
materiais encapasulantes: a primeira sendo composta por (90% soro de queijo + 10% fruto-
oligossacarideos (FOS)), denominada SF e a segunda por (90% soro de queijo + 5% FOS + 5%
de goma xantana) denominada SFX, seguidas de um tratemento térmico a 65°C por 30 min e

dissolvida sob agitacdo magnética.
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A suspenséo celular de L. casei CSL3 foi adiconada as misturas de material encapsulante
e mantidas em homogeinizagcdo em agitador magnético. Ambas as solu¢des foram submetidas
ao processo de secagem utilizando um spray dryer (LabMaqg — MSDi 1.0, S&o Paulo, SP, Brazil)
sendo as condi¢Oes operacionais utilizadas a temperatura do ar de entrada 90, 95, 100, 105 e
110°C e temperatura do ar de saida de 60+10°C, fluxo de alimentacdo de 0,25 L h'l e vazdo de
ar comprimido de 4 m3.min't. O produto resultante da secagem foi armazenado em frascos

estéreis acondicionados em dessecador a 25°C.

2.3 Rendimento do processo e eficiéncia de encapsulagéo

O rendimento do processo de encapsulacdo pode ser calculado de acordo com

Aliakbarian et al., (2018) através da Equacéo 1.

PWu_ %100 (1)

M= e e
Onde, YM é o rendimento de encapsulacdo, DWw (g) é o total de microparticulas secas
recuperadas, DWE (g) é a massa de células probidticas adicionados e Wxc (g) € a massa do
material protetor utilizado.

A eficiéncia de encapsulamento (EE) pode ser definida como a sobrevivéncia dos
microrganismos durante o processo e pode ser calculado conforme Equacéo (2), proposto por
Nunes et al. (2018).

E (%) = % x 100 )

Onde N é o nimero de células viaveis (Log CFU.g!) de matéria seca em capsulas e No
é o0 nimero de células viaveis (Log CFU.g'1) de matéria seca nas solucdes de alimentacéo

(antes da secagem).

2.4 Teste de ruptura da cipsula

Para determinar a ruptura da capsula duas solu¢cdes de rompimento foram utilizadas:
Tampao fosfato-salino (PBS) (100 mM, pH 7,4), solucéo salina 0,5% (m.v'1). Paraisso, 0,1 g da

amostra foi ressuspensa em 1 mL de cada solugdo, misturada em vortex e mantida em agitador
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orbital a 150 rpm a 37 °C nos tempos de 30, 60 e 120 min. As contagens de células viaveis
foram determinadas por diluicdo seriada em 0,1% (m.v'!) de agua peptonada, plagueadas em
placa com agar De Man Rogosa Sharpe (MRS) e incubadas a 37 °C por 48 h em jarras de
anaerobiose. A concentracdo de células viaveis foi realizada e expressa em Log de unidades
formadoras de coldnias por grama (Log CFU.g™1).

2.5 Viabilidade de L. casei CSL3 encapsulado ao armazenamento

A viabilidade das células encapsuladas de L. casei CSL3 foi realizada durante o
armazenamento a 25 =1 °C (ambiente). Para o rompimento da capsula, utilizou-se 0,1 g do p6
em 1 mL de solugédo salina 0,5% (m.v'l) em agitador orbital a 150 rpm a 37°C por 30 min.
Aliguotas foram coletadas e analisadas para avaliar a contagem de células viaveis conforme

descrito no item 2.6.

2.6 Viabilidade de L. casei CSL3 encapsulado frente as condicbes do trato

gastrointestinal

As capsulas de L. casei CSL3 armazenadas durante 63 dias a 25°C foram avaliadas
guanto a sobrevivéncia durante 60 minutos de exposicéo a fluidos gastricos e 240 minutos a
fluidos intestinais simulados conforme descrito por Rosolen et al. (2019).

Paraisso, 0,1 g de capsulas foram expostas a 1 mL dos sucos gastricos e intestinais. O
suco gastrico simulado consistiu de 3,0 mg.mL! de pepsina e solucdo salina 0,5% (m.v1),
acidificado com &cido cloridrico para pH 2,0, 2,5 e 3,0 (pH 2,0, 2,5 e 3). O suco intestinal
simulado consistiu de 1,0 mg.mL! de pancreatina e 0,5% (m.v1) de salina, e o pH foi ajustado
para 8,0, com ou sem bile bovina a 0,5% (PAN S/B e PAN C/B), sendo todas as solu¢des obtidas
mediande a filtragcdo usando um filtro de membrana de 0,22 uym (Sartorius Stedim Biotech,
GmbH, Goettingen, Alemanha).

As amostras foram incubadas a 37°C em agitador orbital a 150 rpm e posteriormente
foram retidaras aliquotas para contagens de células viaveis sendo determinada a partir de
diluicdo seriada (0,1% m.v'!) das amostras. Apés a diluicdo as amostras foram plagueadas em
MRS &gar e incubadas a 37°C por 48 h em jarras de anaerobiose com a posterior contagem

das células viaveis expressas em unidades formadoras de col6nias por grama (Log CFU.g ™).
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2.7 Resisténcia térmica

A resisténcia térmica do L. casei CSL3 encapsulado foi avaliado de acordo com Rosolen
et al.,, (2019) usando temperaturas de 60, 65 e 70°C por 0, 5, 10, 15 e 30 min em banho
termostatico (QUIMIS, Brazil), com imediata imersao em banho de gelo por 10 min. Para isso,
uma grama da capula foi transferida para tubos de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada
0.1% (m.v1). Aliquotas foram coletadas e as contagens de células viaveis foram determinadas
por diluicdo seriadaem 0,1% (m.v1) de &gua peptonada, plaqueadas em agar MRS e incubadas
a 37°C por 48 h em frascos anaerdbicos. A concentracdo de células viaveis foi expressa como
Log CFU.g L.

2.8 Viscosidade

As solucdes foram medidas em um reémetro (HAAKE, modelo RS150, Alemanha) a
25 °C. Foi utilizado um sensor de placa cbnica (C60/2°) com folga de 0,104 mm e taxa de
cisalhamento de 0,1-1000s? por 300 s. As propriedades reol6gicas foram investigadas
posteriormente usando o modelo de lei de poténcia (Eq. 3) (CHHABRA; RICHARDSON, 2008).

1, :Ki)’n-l 3)

Onde na é a viscosidade aparente (mPa st), Ki é o indice consistente (mPa sn), y é a

taxa de cisalhamento (s'1) en é o indice de comportamento do fluxo (adimensional)

2.9 Morfologia

A morfologia da superficie das amostras foi avaliada por microscopio eletronico de
varredura (MEV) (JEOL, JSM-6610, Japao). A analise foi operada em 10 kV, com ampliacédo de
1.000 e 4.000 vezes. Antes da analise MEV, as amostras foram colocadas em suportes de aco
inoxidavel e para o revestimento foi utiizado 1 nm de camada de ouro (GOLDSTEIN et al,,
2003).

2.10 Infra-vermelho com transformada de Fourier

A caracterizacdo das alteragBes estruturais nas microcdpsulas foi realizada utilizando

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Shimadzu, Prestige 21,
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Japdo). O FTIR foi realizado a 20°C, com faixa de nimero de onda de 650 a 4000cm-?
(SILVERSTEIN; BASSLER, 1962).

2.11 Difracéo de raios X

A avaliacdo das modificacdes cristalinas atravées de microcdpsulas foi realizada por
difragdo de raios X (XRD) (Shimadzu, XD3A, Japao). A andlise de XRD foi realizada a 40kV e
40mA. O angulo de difracao 26 variou de 5° a80° em passos de 0,05° (DE FARIAS et al., 2019).

2.12 Calorimetria Diferencial de Varredura

As propriedades térmicas das microcapsulas foram realizadas utilizando calorimetria
diferencial de varredura (DSC) (Shimadzu, DSC-60, Japao). O DSC foi utilizado para investigar
as transicdes fisicas empregando uma taxa de nitrogénio de 50 mL min=! (25 °C a 500 °C) e

uma taxa de aquecimento de 10 °C min.

2.13 Sinética de Degradacao do L. casei

A resisténcia térmica de L. casei livre e celular e microencapsulado foi avaliada utilizando
diferentes temperaturas (60, 65 e 70 °C) por 0, 5, 10, 15 e 30 min em banho termostatico
(QUIMIS, Brasil) e resfriamento imediato por imersdo em banho de gelo por 10 min. Um grama
de cada amostra (células livres e microencapsuladas) foi transferido para tubos de ensaio
contendo 9 mL de 4gua peptonada a 0,1% (p/v). Aliquotas foram coletadas e as contagens de
células viadveis foram determinadas por diluicdo seriada em agua peptonada 0,1% (p/V),
plagueadas em agar MRS, incubadas a 37 °C por 48h em condi¢cdes anaerébias. A
concentracdo de células viaveis foi expressa como Log CFU.g! (Rosolen et al., 2019). Os
modelos Cerf (Eq. 4), Buchanan (Eg. 5) e Whiting e Buchanan (Eqg. 6) foram ajustados aos
dados experimentais (CERF, 1977; ARAGON-ROJAS et al., 2019).

]%:fe—klt +(1_f)e—k2t (4)

o

LogjM = (i) (5)

N, D

o
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Mo f+ &) (p+ety ©)

N, T () [ +ectLD)

Onde N(t) é a viabilidade celular no tempo t (Log CFU.g1); t é o tempo (min); Néo é a
viabilidade celular inicial (Log CFU.g?1); f é a porcdo inicial da inativacdo celular (adimensional);
ki e k2 sdo ataxa de inativagdo celular da primeira e segunda porcéo, respectivamente (min-2);
L é o tempo antes do inicio da inativacdo celular (min); D € o tempo de reducdo decimal (min);
b é a taxa de inativacdo celular da porcdo maior (min-l); ¢ é a taxa de inativacdo celular da

porcdo menor (min't).

2.14 Aplicacao em matriz alimentar

Para aplicagdo das microcapsulas simbioticas foi escolhido um suplemento alimentar
comercial, sopa desidratada, destinado a indivuidos com déficit nutricional. Para isso,
10% (m/m) de microcapsulas foi misturada em 40g de sopa com homogeinizacdo em vortex por
5min. O produto resultante, sopa probiotica, foi armazenado em dessecador a 25 °C. A
reconstituicdo da sopa probidtica foi realizada mediante o indicado no modo de preparo do
produto, com adaptacfes. Para isso, 1g de sopa probidtica foi adicionada em 5,5mL de agua a
100 °C por 3s com agitacao em vortex. ApGs esse periodo, uma aliquota do sobrenadante foi
coletado para contagens de células viaveis sendo determinada a partir de diluicdo seriada
(0,1% m.v!) das amostras. Apés a diluicdo, as amostras foram plaqueadas em MRS &gar e
incubadas a 37 °C por 48h em jarras de anaerobiose com a posterior contagem das células

vidveis expressas em unidades formadoras de col6nias por grama (Log CFU.g™1).

2.15 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) por meio do software
Graphpad Prism 7, seguida do teste de Tukey para comparacdo de médias com nivel de
significancia de 95% (p<0,05). As analises foram realizadas em triplicata e os resultados da
microencapsulacdo foram determinados com base na média de trés experimentos separados.
Os parametros da lei de poténcia e dos modelos cinéticos térmicos foram estimados utilizando
o método de estimativa ndo linear quase-Newton (Statistic 7.0, Statsoft, EUA). Os gréficos do

estudo foram criados no OriginPro 8.5 (OriginLab, EUA).
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3. Resultados e discussao

3.1 Maximizagé&o do rendimento de processo das misturas SF e SFX

As Tabelas 3 e 4 apresentam o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23
(4 ensaios + 4 pontos axiais + 3 pontos centrais) para as misturas SF e SFX, respectivamente,
a fim de investigar a influéncia das varidveis temperatura do ar de entrada e concentracao de
sélidos soluveis totais na resposta rendimento de processo de secagem. Com estas, é possivel
observar que o rendimento de processo para a mistura SF (Tabela 3) variou entre 32,5 %
(ensaio 11) e 44,7 % (ensaio 6) enquanto para a mistura SFX (Tabela 4) os valores de
rendimento encontrados variaram entre 17,8 % (ensaio 7) e 31,4 % (ensaio 6).

Em ambas as situacfes podemos observar que o aumento da temperatura do ar de
entrada fornecido pelo ensaio 6 favoreceu a obtencdo do maior rendimento de processo
utilizando uma condicéo intermediaria de sélidos sollveis.

Tabela 3 - Delineamento Composto Central Rotacional 23 (valores reais) para maximizacdo do
rendimento da mistura SF.

Ensaio X1 X2 R1 RP1 EA DR1
1 -1 (95) 1(275) 385 40,79 2,29 5,95
2 +1 (105) 1 (275) 392 40,79 -1,59 -4,06
3 -1 (95) +1(325) 381 40,79 -2,69 -7,06
4 +1(105)  +1(325) 389 40,79 -1,89 -4,86
5 -1,41 (90) 0 (30) 42 38,73 3,27 7,79
6  +1,41(110)  0(30) 44,7 38,73 5,97 13,36
7 0 (100) 141 (25) 43,2 38,05 5,15 11,92
8 0(100)  +1,41 (35) 416 38,05 3,55 8,53
9 0 (100) 0 (30) 32,6 32,65 -0,05 0,15
10 0 (100) 0 (30) 32,8 32,65 0,15 0,46
11 0 (100) 0 (30) 32,5 32,65 -0,15 -0,46

Temperatura ar de entrada (°C); X2 = Concentragdo da mistura SF (%) (m/v); R1 = Rendimento (%); RP1 =
Rendimento predito; EA = Erro de ajuste; DR1 = Desvio relativo do rendimento.

Leylak et al, (2021) ao realizar a otimizacdo da encapsulacdo de Lactobacillus
acidophilus por spray dryer utilizando misturas de soro de leite e goma arabica em razbes de

(2:1, 3:1 e 1:0) com temperatura do ar de entrada variando entre 100, 120 e 140°C e vazéo da
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bomba de alimentacéo entre 10, 17,5 e 25 rpm obtiveram um rendimento de processo de
31,63% a 120°C, 3:1 e 17,5 rpm.

Tabela 4 - Delineamento Composto Central Rotacional 23 (valores reais) para maximizacédo do
rendimento da mistura SFX.

Ensaio X1 X2 R1 RP1 EA DR1
1 -1 (95) 1(275) 189 20,39 1,49 7,88
2 +1(105) -1 (275) 207 24,99 429  -20,72
3 -1 (95) +1(325) 224 20,39 2,01 8,97
4 +1(105)  +1(325) 254 24,99 0,41 1,61
5 -1,41 (90) 0 (30) 21,8 23,87 -2,07 -9,48
6  +1,41(110) 0(30) 31,4 30,35 1,05 3,33
7 0(100)  -1,41(25) 178 18,32 -0,52 -2,94
8 0(100) +1,41(35) 20,5 18,32 2,18 10,62
9 0 (100) 0 (30) 28 27,11 0,89 3,18
10 0 (100) 0 (30) 27,6 27,11 0,49 1,78
11 0 (100) 0 (30) 28,4 27,11 1,29 4,54

Temperatura ar de entrada (°C); X2 = Concentragdo da mistura SF (%) (m/v); R1 = Rendimento (%); RP1 =
Rendimento predito; EA = Erro de ajuste; DR1 = Desvio relativo do rendimento.

Bordini (2019), ao investigar o uso de soro de queijo associado a pectina e goma xantana
como agentes protetores do Pediococcus pentosaceus P107 utilizando o spray dryer obteve um
rendimento de processo de 9,58% sendo as condicbes de operagdo de 100°C, vazdo de
alimentacdo de 0,25 L h'l e fluxo de ar de 3,00 m3 min'L.

Os resultados obtidos, descritos acima, reforcam os resultados encontrados neste
trabalho para ambas as misturas sendo a SF 13% superior ao obtido por Leylak et al., (2021),
em condi¢cdes similares e cerca de 3,2 vezes maior ao obtido por Bordini (2019) em relagdo a
mistura SFX.

3.1.1 Verificacdo do modelo empirico para o DCCR

Em funcdo das variaveis temperatura do ar de entrada e concentracao de solidos sollveis
foi obtido um modelo de segunda ordem em relacéo a variavel resposta rendimento de processo

para as misturas SF e SFX.
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Para a verificacdo do modelo foram calculados os efeitos, desvio padrdao e limites de
confianca, apresentados no apéndice 1 e 2 para as misturas SF e SFX, respectivamente. A
andlise de variancia (ANOVA), bem como os coeficientes de regresséo, estdo apresentados nas
tabelas 5 e 6 para SF e 7 e 8 para SFX, respectivamente.

Ao analisar a tabela 5 para a resposta rendimento de processo para SF percebe-se que
os coeficientes temperatura do ar de entrada (Q) e concentracdo de soélidos soluveis (Q) foram
significativos (p<0,05). Os termos nao significativos foram adicionados a falta de ajuste para o
calculo da Andlise de Variancia (ANOVA), como mostra a tabela 6.

Tabela 5 - Coeficiente de regressao (CR), erro padrdo (EP) e nivel de significancia para a
resposta rendimento do processo.

Rendimento do Processo (%)

CR EP t(5) p
Média* 32,65 1,57 20,75 <0,01
T (L) 0,66 0,96 0,69 0,52
T(Q)* 4,31 1,15 3,74 0,01
C (L) -0,37 0,96 -0,38 0.71
C (Q)* 3,83 1,15 3,33 0,02
T (L) x C (L) 0,02 1,36 0,02 0,99

* (p<0,05); T: temperatura do ar de entrada (°C); C: Concentracdo de soélidos soluwveis (%) (m/V).

Tabela 6 - Andlise de variancia para o Delineamento Composto Central Rotacional 22 para SF.

Fonte de Graus de Soma Quadrado
Variacao Liberdade  Quadratica Médio F Calculado  F Tabelado
Regressao 2 144,71 72,35 13,86 4,46
Residuo 8 41,75 5,22
Total 10 186,46

R:0,87; F2;8,0,95=4,46

O coeficiente de correlacdo (R) para a variavel rendimento de processo foi de 0,87 e com
isso pode-se dizer que o modelo se ajusta aos dados experimentais. A razao F calculado/Ftabelado
foi de 3,1. Portanto, pode-se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais.

Dessa forma, foi possivel construir a equacdo do modelo com as variaveis codificadas
(Tabela 2) que representam o rendimento em funcédo das varidveis temperatura do ar de entrada

e concentracdo de solidos soluveis, conforme Equacéao 7.

Rendimento (%) = 32,65 +4,31.T2 + 3,83.C? (7)

Onde: T: temperatura do ar de entrada e C: concentracdo de sélidos soluveis.
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Na Figura 7, esta apresentada a curva de contorno gerada a partir dos modelos preditivos
e significativos para SF. Ao observar a curva de contorno podemos verificar que os melhores
resultados sao encontrados nas condi¢cdes extremas das variaveis estudadas. A utilizacao dos
niveis inferiores e superiores de temperaturas juntamente com os niveis inferiores e superiores
de concentracdo de solidos soluveis sdo capazes de gerar os maiores resultados para o

rendimento de precesso.

Rendimento (%)
35

Concentragéo (%)
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Figura 7 — Curva de contorno para rendimento (%) no DCCR 23 em fungdo das variaveis

temperatura do ar de entrada e concentracdo de solidos soluveis para SF.

Estes resultados estdo de acordo com o observado na (Tabela 3) nos ensaios 1 (95°C;
27,5%), 2 (105°C; 27,5%), 4 (105°C; 32,5%), 5 (90°C; 30%) e 6 (110°C; 30%), 7 (100°C; 25%)
e 8 (100°C; 35%) alcancando rendimentos de processo de 35,5, 39,2, 38,9, 42, 44,7, 43,2 e
41,6 %, respectivamente.

Os resultados do desvio relativo entre os resultados experimentais e preditos pelo modelo
foram inferiores a 13,4 %, com um caso que chega a -7,06%. No entanto, na maior parte da
zona de interesse os erros relavitos obtidos s&o baixos considerando processos que envolvem
microrganismos (RODRIGUES; [EMMA, 2014), conforme mostra a Tabela 3, demonstrando que
a equacao 7 prevé o comportamento do rendimento.

Para SFX, ao analisar a tabela 7 para a resposta rendimento de processo verifica-se que

os coeficientes temperatura do ar de entrada (L) e concentracdo de soélidos soltveis (Q) foram
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significativos (p<0,05). Os termos nao significativos foram adicionados a falta de ajuste para o

calculo da Analise de Variancia (ANOVA), como mostra a tabela 8.

Tabela 7 - Coeficiente de regressao (CR), erro padrao (EP) e nivel de significancia para a
resposta rendimento do processo.

Rendimento do Processo (%)

CR EP t(5) )
Média* 28,00 0,08 28,63 <0,01
T (L* 2,30 0,60 3,83 0,01
TQ) -0,96 0,72 -1,34 0,24
C (L) 1,51 0,60 2,51 0.05
C (Q)* -4,79 0,72 -6,57 <0,01
T (L) x C (L) 0,30 0,85 0,35 0,74

* (p<0,05); T: temperatura do ar de entrada (°C); C: Concentragcdo de solidos sollweis (%) (m/v).

Tabela 8 - Andlise de variancia para o Delineamento Composto Central Rotacional 23 para SFX.

Fonte de Graus de Soma Quadrado F F
Variagdo Liberdade Quadratica Médio Calculado  Tabelado
Regresséo 2 162,01 81 17,09 4,46
Residuo 8 37,91 4,74
Total 10 199,92

R:0,90; F2;8;0,95=4,46

O coeficiente de correlacéo (R) para a variavel rendimento de processo foi de 0,90 e com
isso pode-se dizer que o modelo se ajusta aos dados experimentais. A razdo Fcalculado/Ftabelado
foi de 3,83. Portanto, pode-se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais.

Assim, foi possivel construir a equacdo do modelo com as varidveis codificadas que
representam o rendimento em funcdo das varidveis temperatura do ar de entrada e

concentracdo de sélidos solaveis, conforme Equacao 8.

Rendimento (%) = 27,11 +2,30.T - 4,42.C? (8)

Onde: T: temperatura do ar de entrada e C: concentragdo de solidos soliveis.

Na Figura 8, esta apresentada a curva de contorno gerada a partir dos modelos preditivos
e significativos para SFX. Ao observar a curva de contorno podemos verificar a influéncia do

aumento temperatura do ar de entrada sobre os resultados. A utilizagcdo das maiores
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temperaturas estudadas juntamente com os niveis intermediarios de concentracdo de sélidos

soluveis alcangcam os maiores resultados para o rendimento de precesso.
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Figura 8 — Curva de contorno para rendimento (%) no DCCR 23 em funcdo das variaveis

temperatura do ar de entrada e concentracdo de solidos soluveis para SFX.

Este comportamento pode ser verificado observando os ensaios 4 (105°C; 32,5%), e 6
(110°C; 30%), 9,10 e 11 (100°C; 30%), Tabela 4, alcangcando rendimentos de processo de 25,4,
31,4, 28, 27,6 e 28,4 %, respectivamente.

Os resultados do desvio relativo entre os resultados experimentais e preditos pelo modelo foram
inferiores a 10,7 %, com um caso que chega a -20,72%, conforme mostra a Tabela 4,

demonstrando que a equacédo 8 prevé o comportamento do rendimento.
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3.2 Teste de ruptura da capsula, viabilidade, eficiéncia de encapsulacéo e rendimento de
processo

3.2.1 Teste de ruptura da capsula

Estudos reportam que o rompimento de capsulas probidticas encapsuladas com misturas de

proteina de soro de queijo, polissacarideos e gomas podem ser expostas utilizando PBS e

solucdo salina (AREPALLY; GOSWAMI, 2019; LEYLAK et al., 2021; MINJ; ANAND, 2022).
Conforme mostra a Tabela 9, o rompimento foi verificado quando da exposicdo dos

probidticos a diferentes solu¢cdes nos seus diferentes tempos.

Ao observar a exposicdo das células probidticas nos diferentes tempos, podemos
verificar que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) para os ensaios 2, 3,4,7,9,10e 11 em
solucéo salina e PBS para a mistura SF. Sendo assim, os resultados mostraram que o melhor
€ realizar a exposi¢cdo no menor tempo, independente da solugdo de rompimento.

Os ensaios 1 e 6, Tabela 9, tanto para a mistura SF quanto SFX, demonstram que houve
diferenga significativa quanto ao tempo de exposicao, (p=0,05), na solugédo de PBS sendo a
melhor condicdo 30 minutos.

Por sua vez, o ensaio 5 apresentou diferenga significativa (p=0,05) para a solugdo salina
no tempo de 120 minutos sendo observado a melhor condicéo de exposicdo. E, por fim, o ensaio
8, apresentou diferenga significativa (p=0,05) para a exposicdo em PBS em 120 minutos.

Ao analisar as respostas obtidas para a mistura SFX nos diferentes tempos, nota-se que
osensaio 1,4,5,7,9, 10 e 11 ndo apresentaram diferenga significativa (p<0,05) em ambas as
solugdes, salina e PBS, nos diferentes tempos de exposi¢do. Sendo assim, a melhor escolha
de exposicao € em 30 minutos, por ser o menor tempo, independente da solucdo de ruptura.

Os ensaios 2 e 6, analisando as mistura SF e SFX, apresentaram diferenca significativa
(p=0,05) para os tempos de exposi¢cao estudados em ambas as solugdes. Para 0 ensaio 2 a
melhor condicédo de exposicao de utilizacdo é 30 minutos em solucdo salina ou PBS e, no ensaio
6, a maior concentracao celular foi observada utilizando solucéo salina em 60 minutos.

Por fim, os ensaios 3 e 8 apresentaram diferenga significativa (p=0,05) durante a
exposicdo aos diferentes tempos em apenas uma das solucbes de ruptura. O ensaio 3,
apresentou a melhor exposicdo em PBS por 30 minutos enquanto o ensaio 8 demonstrou a
melhor ruptura em solucéo salina no mesmo tempo.

Em virtude das misturas elaboradas como material encapsulante apresentar diferente
composicdo, pode-se realizar a observacdo do comportamento das mesmas frente a ruptura
nos diferentes tempos em ambas as solu¢cdes. Sendo assim, € notdvel que a mudanca de

composicdo das misturas resultou em uma grande diferenca na forma de ruptura e exposicao
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ao ponto que apenas 0 ensaio 7 ndo apresentou diferenga significativa (p<0,05) entre as
misturas, solugcdes e tempos.

Para todos os demais ensaios, 1, 2, 3,4, 5,6, 8,9, 10 e 11, podemos verificar a diferenca
significativa (p=0,05) em todos os tempos de exposigao, em alguns casos apenas em um dos
tempos e em outros entre as solugcdes de ruptura. Assim, pode-se dizer que a diferenca de
composic¢do das misturas influenciou diretamente na criacao de capsulas com propriedades de
exposicao diferentes sendo, para a mistura SF, a maior contagem encontrada no ensaio 1
(9,2 Log CFU.g1) e, para a mistura SFX, a maior contagem foi observada no ensaio 6
(11,9 Log CFU.g ™).

Arepally; Goswami, 2019, ao realizarem a encapsulacdo de Lactobacillus Acidophilus
(NCDC 016) utilizando uma combinacédo de maltodextrina e goma arabica observaram que as
capsulas que continham maiores concentragoes de goma apresentaram maior contagem celular
guando expostas ao rompimento.

Esta observacdo estd de acordo com o encontrado nos testes de rompimento deste
estudo onde nota-se que as capsulas produzidas com a mistura SFX, contento goma xantana,
apresentaram uma maior contagem celular quando expostas as solugdes de rompimento. Este
fato, se deve as propriedades da goma xantana, como seu alto peso molecular, em virtude de
ser um polissacarideo, sua pseudoplasticidade e viscosidade que s&@o capazes de criar uma

barreira de contencdo para as células frente as condigfes adversas.



Tabela 9 - Rompimento das capsulas imersas em PBS e solucdo salina.

SF SFX
Initial Initial
Assay Time Count Salina solution PBS Count Salina solution PBS buffer
(CFU.gV (PH 2) (pH 7.4) (CFU.gb (pH 2) (pH 7.4)
Log CFU.g1 Log CFU.g1
30 9,2+0,12-B 9,2+0,12B 11,6+0,042A 11,6+0,022A
1 60 9,310,1 8,610,428 940,028 12+0,03 11,7+0,012A 11,6+0,032A
120 8,510,528 8,3+0,01b:B 11,9+0,12A 11,6+0,012A
30 9+0,1aA 8,7+0,42.A 8,6+0,158A 8,8+0,12A
2 60 9,2+0,04 8,7+0,42.A 8,340,324 11,9+0,03 7,3+0,3bA 8,7+0,22.A
120 8,5+0,0824A 8,2+0,22.A 7+0,00B 7,240,208
30 8,2+0,33A 840,334 7,8+0,228 840,028
3 60 9,540,0 7,7%0,43A 7,810,324 12,6+0,2 7,9+0,22.A 7,7+0,06°A
120 7,810,324 8,1+0,1aA 7,8+0,22.A 7,8+0,050A
30 7,6+0,062A 7,310,32A 7,3+0,13A 7,6+0,062A
4 60 8,7+0,05 7,510,234 7,6+0,0924 12,640,1 7,1+0,23A 7,510,234
120 810,024 7,710,134 7,1+0,042.8 7,2+0,082B
30 8,1+0,2ab.B 8,6+0,0124 8,010,038 8,010,028
5 60 8,810,1 7,5+0,20A 8,3+0,33A 11,640,0 7,910,044 7,910,044
120 8,4+0,13-A 80,028 7,9+0,042.8 7,910,128
30 8,2+0,22.0 9+0,062-¢ 11,340,038 11,940,124
6 60 9,1+0,2 8,3+0,12-B 8,3+0,1ab8B 12+0,06 11,9+0,032A 11,940,124
120 8+0,02.A 8,2+0,20A 6,2+0,2¢8 6,240,208
30 7+0,02A 7,2+0,082A 7,2+0,22.A 7,3+0,32A
7 60 11,4+0,4 7,3+0,32A 7,2+0,052A 8,4+0,1 7,3+0,32A 7+0,02A
120 7,3+0,02A 7,30,32A 6,5+0,53A 6,510,284
30 6,7+0,052.C 6,6+0,0¢-C 11,9+0,12A 11,240,228
8 60 10+0,0 740,428 7+0,0208 12+0,06 11,2+0,3bA 11,240,124
120 6,8+0,22.C 8,1+0,012B 11+0,1b.A 11,240,124
30 7,1+0,12.B 70,028 8,1+0,22.A 8+0,1aA
9 60 8,5+0,0 7+0,022.8 6,7+0,052.B 12,6+0,03 8,2+0,22.A 8,1+0,2aA
120 740,328 7+0,128B 8,4+0,032A 8,110,134
30 7,7+0,052A.8B 7,240,228 8,4+0,43A 7,610,134
10 60 8,1+0,09 7,710,234 7,8+0,042A 12,1+0,04 8,4+0,13A 7,710,234
120 7,5+0,082A.B 7,310,328 8,5+0,23.A 7,310,328
30 7,4+0,43-A 7,2+0,22.A 8,2+0,23.A 7,8+0,13-A
11 60 8,310,1 7,5+0,22.A.B 7,410,128 12,4+0,03 8,3+0,032A 7,9+0,22.A.B
120 7,3+0,02-B 7,510,228 8,3+0,03*A 7,7+0,23.AB
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3.2.2 Viabilidade, eficiéncia de encapsulagcéo e rendimento de processo

A viabilidade celular do L. casei CLS 3 com o uso das duas diferentes misturas
encapsulantes, SF e SFX, antes e apds a secagem sao apresentados na Tabela 10.

Alcancar uma alta viabilidade de microrganismos probiéticos durante o processo de
secagem e posterior armazenamento € um grande desafio para as pesquisas e classificado
como um dos maiores problemas para a industria alimenticia de produtos probioéticos
(MOUNSEY; O’RIORDAN, 2008). Para que uma capsula possa ser considera com potencial
probidtico, esta deve assegurar uma eficiéncia de encapsulagdo de no minimo 10° - 107 Log
CFU.g! (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Ao observar a Tabela 10, verifica-se que ambas as misturas, em conjunto com as
condi¢cbes de processo, foram capazes de gerar uma alta eficiéncia de encapsulagcdo em mais
de uma condicdo. A mistura SF, nos ensaios 1, 5 e 6 apresentaram eficiéncia de encapsulacao
superior a 98%, no ensaio 6 alcancando um valor maximo de 98,7% com 44,7% de rendimento.
Por sua vez, a mistura SFX, nos ensaios 1, 6 e 8 chegaram em uma eficiéncia superior a 98,5%,
jA noensaio 6 apresentou maior eficiéncia de encapsulacdo de 99,4% e rendimento de processo
de 31,4%.

A literatura demonstra que o aumento da temperatura do ar de entrada durante o
processo de encapsulacdo seria um fator critico para a obtencdo de altas taxas de eficiéncia de
encapsulacdo, uma vez que o aumento datemperatura acarreta em uma condicdo de estresse
para as células, conforme pode ser observado nos estudos de Arepally;, Goswami, 2019 e Minj;
Anand, 2022.

No entanto, mesmo o aumento da temperatura do ar de entrada ser um fator de estresse,
€ possivel encontrar na literatura relatos de que utilizar condicBes de altas temperaturas do ar
de entrada em concordancia com as demais condi¢cdes e conjunto de material ou materiais
encapsulantes é possivel encontrar alta eficiéncia de encapsulagdo conforme pode ser visto nos
estudos de Leylak et al., (2022) e Huang et al., (2017) que estdo em conformidade com os dados
obtidos para ambas as misturas desenvolvidas no presente trabalho.

No estudo conduzido por Leylak et al, (2022), ao realizar a encapsulacdo de
Lactobacillusacidophilus por spray dryer utilizando misturas de proteina do soro de leite e goma
arabica como material encapsulante obtiveram um maximo de 93,95% de eficiéncia de
encapsulacdo e 48,36% de rendimento de processo utilizando uma mistura encapsulante
composta por 83% de proteina de soro de leite e 17% de goma arabica em condi¢bes de

processo com temperatura do ar de entrada de 140°C e vazdo de alimentacédo de 0,485 L hl.
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Huang et al, 2017, ao realizar a secagem de Lactobacillus casei BL23 e
Propionibacterium freudenreichii ITG P20 utilizando spray dryer em trés diferentes escalas de
processo, laboratorial, semi-industrial de um estagio e semi-industrial de dois estagios,
obtiveram eficiéncia de encapsulacao entre 60 e 100% utilizando temperaturas do ar de entrada
variando entre 127 e 140°C. Como observado anteriormente, a temperatura do ar de entrada
mesmo sendo um ponto critico para a obtencao de elevadas eficiéncias de encapsulacdo, pode
ser utilizada. Assim como a entrada, a temperatura do ar de saida deve ser avaliada como uma
condigao de controle para uma maior eficiéncia de encapsulacgéo.

Durante a secagem em spray dryer, a temperatura do ar de saida tem efeito mais
dominante sobre as particulas do que o préprio ar de entrada. Assim que sdo atomizadas, as
goticulas entram em contato com o ar quente causando a evaporacdo da agua e um
resfriamento rapido da goticula até a temperatura de bulbo Umido (40-50°C). Assim, a medida
gue a particula se move em direcdo ao fundo da camara de secagem, ela se aproxima da
temperatura do ar de saida, longe da temperatura de bulbo imido. Com a temperatura do ar de
saida mais alta e a secagem rapida ha influéncia na sobrevivéncia das células apds a secagem
(OLDFIELD; TAYLOR; SINGH, 2005; ANANDHARAMAKRISHNAN; RIELLY; STAPLEY, 2008;
DOLLY et al., 2011; RAJAM et al. 2012).

Neste estudo, as maiores eficiéncias de processo estdo relacionadas com as maiores
temperaturas do ar de entrada e consequentemente com as maiores temperaturas do ar de
saida assim como observdo por Rajam e Anandharamakrishnan, 2015 que realizaram a
encapsulacdo de L. plantarum (MTCC 5422) utilizando FOS em combinacao com proteina
isolada de soro de leite e proteina isolada do soro de leite desnaturada obtendo eficiéncia de
processo de 72,82% para as capsulas produziadas apenas com FOS nas proporcdes 1:1 e
1:1,5 sendo a melhor eficiéncia de encapsulacédo observada utilizando FOS e proteina isolada
do soro de leite desnaturada na proporcéo 1:1 com eficiéncia de encapsulacao entre 90-100%
utilizando temperatura do ar de entrada de 110+2°C, temperatura do ar de saida de 55+3°C,
vazdo de alimentacdo de 4 mL min! e vazédo de ar de 25 m3 h'l.

Que seja de nosso conhecimento, S0 poucos ou praticamente inexistentes os reportes

na literatura a respeito da utilizacdo de goma xantana como material encapsulante juntamente

com a secagem em spray dryer para a encapsulacado de probidticos.
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Tabela 10 - Viabilidade do L. casei CSL3 antes e apds a encapsulacao.

SFX
Numero de células Reducéo Eficiéncia de . Numero de células Reducdo  Eficiéncia de .
Ensaio  \idweis (Log CFU.g'l) (Log encapsu|a(;éo Ren(zclyn;ento vidweis (Log CFU.g'l) (Log encapsulacao Ren((j(:/ror;ento

Antes Apéds CFU.g%) (%EE) ’ Antes Apébs CFUg™) (%EE)

spray spray spray spray
1 9,310,1 9,2+0,1 0,1 98,6x0,42 38,5 12+0,03 11,9+0,1 0,1 99,2+0,52 18,9
2 9,2+0,04 90,1 0,2 97,9x0,02 39,2 11,9+0,03 8,8+0,1 31 74+0,1°¢ 20,7
3 9,5+0,0 8,2+0,3 1,3 84,5+3,44 38,1 12,6+0,2 80,0 4,6 63,4+0,07.9 22,4
4 8,7+0,05 80,0 0,7 91,5+0,00.¢ 38,9 12,6+0,1 7,6+0,06 5 60,8+0,5¢ 25,4
5 8,8+0,1 8,6+0,01 0,2 98,20, 72 42 11,6+0,0 8+0,03 3,6 69,3+0,0%-¢ 21,8
6 9,1+0,2 9+0,06 0,1 98,7+0,32 44,7 12+0,06  11,9+0,03 0,1 99,4+0,32 31,4
7 11,4+0,4 7,3+0,3 4,1 64,0+0,0® 43,2 8,4+0,1 7,3+0,3 1,1 88+1,4° 17,8
8 100,0 8,1+0,01 1,9 81+0,134 41,6 12+0,06 11,9+0,1 0,1 98,9+0,32 20,5
9 8,5+0,0 7,1£0,1 1,4 83,30,6¢ 32,6 12,6x0,03  8,4+0,03 4,2 66,310,2°f 28
10 8,1+0,09  7,8%0,04 0,3 96,2+0,62.p 32,8 12,1+0,04  8,5%0,2 3,6 69,4+1,79 27,6
11 8,3+0,1 7,5%0,2 0,8 90,2+2¢ 32,5 12,4+0,03  8,3+0,03 4,1 68,3+0,5%¢ 28,4
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Alguns estudos podem ser encontrados utilizando goma xantana como material
encapsulante Unico ou em misturas, utilizando diferentes técnicas de encapsulacdo como a
emulsdo, hidrogéis e extrusdo para a encapsulacdo de probidticos como os observados nos
estudos de Papagianni; Anastaciadou, 2009; Chen et al., 2017; Xiao et al., 2020; Frakolaki et
al., 2021; Ta et al., 2021.

3.3 Viabilidade do L. casei CSL3 encapsulado durante o armazenamento a 25°C e
sobrevivéncia frente a simulacéo in vitro das condi¢cdes do trato gastrointestinal

Em virtude de se buscar a melhor relacéo entre rendimento de processo e eficiéncia de
encapsulagao entre todos os ensaios desenvolvidos, foram selecionados os ensaios 5 e 6 das
misturas SF e SFX para que fossem analisados seu comportamento frente ao armazenamento
e simulagcéao do trago gastrointestinal conforme pode ser observado nas figuras 9 e 10 para SF
e SFX, respectivamente. Resultados inferiores a 106 ndo foram apresentados nas figuras.

Ao observarmos a figura 9 SF, é possivel notar que a capsula produzida em ambas as
condicbes de processo, ensaio 5 e 6, foram capazes de garantir a sobrevivéncia das células de
L casei CLS3.
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Figura 9 - Viabilidade da capsula probiética de L. casei CLS 3 produzida com a mistura SF ao
armazenamento a 25°C com exposi¢cao ao trato gastrointestinal. Resultados apresentados
como médiatdesvio padrao (n = 3). PAN S/B (pancreatina sem sais biliares). PAN C/B

(pancreatina com saisi biliares).
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O ensaio 5 apresentou sobrevivéncia entre 98 e 100% em todo o trato gastrointestinal
com reducdo entre 28 e 30% em até 49 dias de armazenamento a 25°C com contagens
superiores a 10° Log CFU.g1. Ainda assim, para a das solugGes do suco intestinal, PAN S/B,
foi observado sobrevivéncia em até 56 dias de armazenamento com contagem de
108 Log CFU.g™L.

Para o ensaio 6, a taxa de sobrevivéncia ficou entre 92 e 99,5% para todas as solucdes
do trato gastrointestinal. Em até 7 dias de armazenamento, houve uma reducdo na viabilidade
entre 4 e 15% entre todas as solugcdes gastrointestinal. O maior tempo de armazenamento com
contagem superior a 10 Log CFU.g! para os sucos intestinais, foi observando para PAN S/B,
que se manteve até 21 dias de armazenamento, para as misturas com SF.

Na sequéncia, foi observado o comportamento das capsulas 5 e 6 SFX, apresentada na
Figura 10, frente a exposicéo ao trato gastrointestinal sendo evidente a diminuicdo do tempo

maximo de armazenamento obtidos com estas capsulas.
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Figura 10 - Viabilidade da capsula probidtica de L. casei CLS 3 produzida com a mistura SFX
ao armazenamento a 25°C com exposi¢ao ao trato gastrointestinal. Resultados apresentados
como médiatdesvio padrao (n = 3). PAN S/B (pancreatina sem sais biliares). PAN C/B

(pancreatina com saisi biliares).
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Apesar de conseguir uma taxa de sobrevivéncia entre 79 e 99%, a capsula produzida no
ensaio 5 SFX, ndo conseguiu garantir a viabilidade superior a 106 Log CFU.g™! por mais de 7
dias de armazenamento a 25°C.

A céapsula produzida pelo ensaio 6 SFX, por outro lado, foi capaz de manter viavel as
células do L casei CLS 3 por até 21 dias de armazenamento frente a exposicdo a solucao
gastrica de pH 2,5 com contagem superior a 10% Log CFU.gl. A taxa de sobrevivéncia
alcancada por esta capsula foi entre 62 e 68% entre todas as solucdes do trato gastrointestinal.

A literatura mostra em diversos estudos, que a encapsulacdo de probidticos afeta
positivamente a sobrevivéncia frente as condicbes adversas encontradas no trato
gastrointestinal e armazenamento (BOSNEA; MOSCHAKIS; BILIADERIS, 2014; ARSLAN-
TONTUL; ERBAS, 2017; ROSOLEN et al., 2019; LEYLAK etal., 2021; OBRADOVIC et al 2022).

Durante o armazenamento de capsulas probidticas, a temperatura e o teor de umidade
podem afetar a viabilidade celular, devido a oxidacé&o lipidica da membrana celular. Assim, o
uso de materiais com capacidade de retencdo de umidade melhora a sobrevivéncia das células
gue foram encapsuladas. Além disso, materiais que liberam completamente células
encapsuladas em sucos gastricos podem nao ser adequados para a protecao celular durante a
passagem pelo trato gastrointestinal sendo, o intestino, o local de entrega mais adequado
(RAJAM, ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015).

A solugéo encapsulante pode ser composta de um Unico material ou uma mistura de dois
ou mais. Um unico material pode ndo conferir todas as caracteristicas desejadas, sendo uma
combinacdo de mais materiais, interessante ao ponto que esta combinagdo permite uma
variedade de sistemas de entrega com propriedades aprimoradas e diferenciadas (RAZAVI et
al., 2021).

Segundo Adhikari et al., (2009), a utilizacdo de FOS como material encapsulante €
limitada devido ao seu comportamento de viscosidade possuindo baixa temperatura de
transicdo vitrea. No entanto, durante a secagem, ha o aumento de temperatura podendo atingir
a temperatura de transi¢do vitreo podendo alterar a viscosidade com a introducdo de matérias
de alto peso molecular.

Nesse contexto, a utilizacdo do soro de queijo se faz interessante, uma vez que a sua
adicdo em misturas que contenham acuUcares, promove uma alteracdo na viscosidade devido
suas propriedades tensoativas, formacao de filmes, emulsificacéo e gelificacdo (PEREZ-GAGO,
KROTCHA, 2001; ADHIKARI et al., 2009).
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Rajam e Anandharamakrishnam (2015), ao realizar a encapsulacdo de L. plantarum
utiizando FOS, FOS em combinacdo com soro de leite e soro de leite desnaturado em
concentracdes de 1:1 e 1:1,5 niicleo/material observaram perda de 0,5 Log CFU.g't em até 60
dias de armazenamento a 4°C com viabilidade relativa variando entre 0,6 e 1 na exposi¢cdo ao
suco gastrico e entre 0,7 e 1,1 frente a exposi¢cao ao suco intestinal.

No presente estudo, os resultados obtidos para a mistura SF foram similares aos
mencionados pelos autores acima, sendo possivel proteger as células probioticas frente as
adversidades da passagem pelo trato gastrointestinal e armazenamento a 25°C.

E possivel observar que a diminuicdo da concentracdo de FOS na mistura SFX, e a
incorporagdo de goma xantana ndo trouxe um beneficio em relacdo ao tempo de
armazenamento mesmo demonstrando uma alta taxa de sobrevivéncia, quando expostas as
solucdes do trato gastrointestinal, acima de 60% em ambas as capsulas 5 e 6 SFX.

Este fato, pode ser explicado em virtude da goma xantana ser considerada nao digerivel
em humanos acarretando em uma melhor passagem dos alimentos, que a contenham ou que
sejam protegidos por ela, no entanto, fazendo com que a exposicao do conteudo nas solucdes
digestivas possa ndo ocorrer ou acontecer de forma parcial (FAN et al., 2008).

A presenca da goma xantana, que € um polimero polianiénico, principalmente, devido
aos residuos de acido glicurbnico apresentarem pka~2,9. Logo, no pH do fluido intestinal (8)
ocorre a desprotonacdo dos grupos carboxilicos presentes nestes residuos, resultando na
formacdo de (COOH)- (SANDFORD et al., 1977; SMITH et al., 1981).

Essa formacdo acarreta em uma repulsdo eletrostatica das cadeias poliméricas e,
consequentemente pode ter auxiliado na difusdo do fluido intestinal para o interior da
microcapsula, logo o comprometimento da estrutura da microcapsula acarretou na redugdo da
viabilidade celular comparada a microcapsula formulada sem a goma xantana. Por outro lado,
a adicdo de sais é capaz de diminuir a repulsdo eletrostatica entre esses grupos, estabilizando
a conformacdo ordenada da goma xantana, mostrando um melhor desempenho das
microcapsulas no fluido intestinal simulado com a presenca dos sais biliares.

A exposicao a altas temperaturas (> 50 °C) é capaz de aumentar a estrutura desordenada
e a reatividade da goma xantana, pela aparicdo de novas interagbes moleculares, como
repulses eletrostaticas ou interacdes ndo especificas (BRUNCHI et al., 2019). Sendo assim,
capaz de explicar de uma maneira geral o menor desempenho das microcapsulas formuladas

com goma xantana, devido a exposicdo as altas temperaturas (100°C) do processo de spray
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drying, que apesar de possuir como vantagem o baixo tempo de retengéo sob essas condicoes,
0 mesmo pode ter sido suficiente para acarretar essa mudanca conformacional.

Leylak et al., (2021) ao realizar a otimizacdo da encapsulacdo de Lactobacillus
acidophilus por spray dryer utilizando misturas de soro de leite e goma arabica em razbes de
(1:1, 3:1 e 1:0) obtiveram uma reducdo de 11% na taxa de viabilidade celular quando expondo
as capsulas aos sucos gastrointestinais.

Minj, Anand (2022), realizaram a encapsulacdo de Bifidobacterium animalis ssp. lactis
ATCC27536 e Lactobacillusacidophilus ATCC4356 utilizando um material de parece conjugado
sendo composto por soro de leite hidrolisado e maltodextrina verificaram a viabilidade celular

acima de 108 Log CFU.g! por até 4 semanas de armazenamento a 25°C.

3.4 Resisténcia das células do L casei CSL3 frente ao teste térmico

A fim de investigar o efeito protetor das capsulas desenvolvidas pelas misturas SF e SFX,
foi escolhido o ensaio 6, para ambas as misturas, que apresentou maior rendimento de processo
e eficiéncia de encapsulacdo. Ao serem avaliadas frente a exposicdo ao tratamento térmico
apresentaram contagem inicial de 9 e 11,9 Log CFU.g! para o ensaio 6 com a mistura SF e
SFX, respectivamente.

Conforme pode ser observado na Tabela 11, os resultados mostram que a capsula
oriunda da mistura SFX, contendo goma xantana, apresentou protecdo frente ao tratamento
térmico sendo capaz de conferir estabilidade as células probiéticas quando submetidas a 70°C
por 30 minutos mantendo viabilidade de 6,2 Log CFU.g'l. Ao mesmo tempo, a capsula
desenvolvida com a mistura SF, foi capaz de proteger as células até 60°C por 5 minutos.

Essa diferenca observada entre as capsulas se deve ao fato de a mistura SFX conter
goma xantana em sua formulagdo e, segundo Bhat et al., 2022, ela, quando incorporada a
misturas, confere propriedades uUnicas como a estabilidade térmica, estabilidade frente a
condi¢Bes acidas e alcalinas e biocompatibilidade, o que foi observado neste estudo pela sua
capacidade de protecéo frente a condi¢cbes adversas de temperatura.

Na literatura, poucos estudos avaliam a condi¢édo de tratamento térmico letal em c4psulas
probidticas. No entanto, Rosolen et al., (2019), ao avaliar o efeito do tratamento térmico sobre
capsulas probidticas de L. lactis R7 em 7 e 64 dias de armazenamento, verificou uma
sobrevivéncia de 7,5 Log CFU.g1 na condi¢do de 70°C por 10 minutos de exposicéo utilizando

uma mistura contendo soro de leite e inulina.
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Tabela 11 - Efeito do tratamento térmico nas capsulas de L casei CLS 3.

Ensaio Temperatura Tempo SF o SFX
(°C) (min) Numero de células viaveis (Log CFU.g1)
0 9+0,128 11,940,134
5 8,110,208 11,3+0,00A
60 10 VvC 11,3+0,0°
15 VC 11,2+0,2P
30 VvC 11,2+0,2°
0 9+0,128 11,9+0,13A
5 VvC 10+0,0°
6 65 10 VC 9,3+0,3¢
15 VvC 9+0,0¢
30 VvC 8,2+0,2¢
0 9+0,128 11,9+0,13A
5 VvC 6,5+0,0°
70 10 VvC 6,3+0,0°
15 VC 6,3+0,0°
30 VC 6,2+0,2°

VC = Viabilidade celular < 6 Log CFU.g1.
ab Médias + desvio padrdo com diferentes letras minlsculas sobrescritas na mesma coluna
indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os tempos estudados para uma mesma amostra
na mesma temperatura avaliada.
A-B Médias * desvio padrdo com diferentes letras mailsculas sobrescritas nas colunas no
mesmo horario e temperatura analisados, indicam diferenca significativa (p<0,05).

lha et al., (2015), ao realizar o teste térmico em capsulas probioticas de Lactobacillus
paracasei utilizando proteina de queijo e leite desnatado como material encapsulante, verificou

sobrevivéncia de 6,06 Log CFU.g! aplicando 65°C por 30 minutos de exposicéo.

3.5 Reologia das misturas SF e SFX utilizadas na obtencao de capsulas de L casei CSL3

A viscosidade é uma propriedade reolégica que mede a resisténcia de um material em
fluir. Ela é observada quando uma camada de fluido se move em relacédo a outra. Quanto maior
a viscosidade de um fluido maior a forca de atrito gerada e consequentemente maior sera a
energia necessaria para que aconteca o deslocamento (BRETAS et al., 2005).

A Figura 11 apresenta o comportamento da viscosidade aparente (cP) em fungcdo dataxa
de cisalhamento (s'!) para as misturas SF e SFX. Ao observar a figura, é possivel notar um
comportamento ndo-newtoniano (pseudoplastico), no qual a viscosidade diminui com o aumento
da taxa de cisalhamento.

De acordo com a Figura 11, a adicdo de goma xantana na mistura SFX acarretou em um
aumento de viscosidade (400,4 mPa.s) em cerca de 24,5 vezes em comparagao com a mistura

SF que apresentou viscosidade de (16,3 mPa.s) para uma taxa de cisalhamento de 2 s,
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A maior viscosidade pode ajudar na formacdo da camada protetora ao redor do material
de nicleo e reduzir a desestabilizacdo aumentando a estabilidade. Além disso, uma maior
viscosidade apresenta maior resisténcia ao movimento das goticulas (LEKSHMI et al., 2021).

Conforme mencionado por Assis et al., (2014), misturas que incorporam goma xantana
em suas formulacdes tendem a apresentar comportamento tipicamente pseudoplastico o que

pode ser verificado no presente estudo.
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Figura 11 - Variacao de viscosidade versus taxa de cisalhamento para as misturas SF e SFX.

Resultados semelhantes foram obtidos por Martinez-Padilla et al., (2015) ao avaliar o
efeito da reologia da goma xantana nas propriedades espumantes do concentrado proteico de
soro de leite produziram suspensdo de goma xantana 0,15% (m/v) e observaram
comportamento ndo-newtoniano para a suspensao bem como valores proximos a 1.000 mPa.s
em uma taxa de cisalhamento de 1 s,

O modelo de Ostwald-de-Waele (Lei da poténcia) vem sendo bastante utilizado para
descrever o comportamento reoldgico de fluidos pseudoplasticos como as suspensdes de goma
xantana nos mais diversos estudos (WANG, et al., 2017; CAl, et al., 2018; DEMIRCI, et al.,
2019;). Os coeficientes deste modelo para as misturas SF e SFX sdo apresentados na Tabela
12. O coeficiente de consisténcia ‘k’ descreve o intervalo geral de viscosidades em toda a parte

modelada da curva de fluxo.
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Tabela 12 - Parametros reologicos obtidos pelas analises das misturas SF e SFX pela aplicacao
do modelo da Lei da Poténcia (Modelo de Ostwald-de-Waele).

Amostra Consistency index (k) [Pa.sn] Flow behavior index (n) [--] R?
SF 0,03+0,02 0,6410,2 0,98+0,02
SFX 0,54+0,03 0,57+0,01 0,99+0,01

Ao analisar a Tabela 12 é possivel observar que o indice de consisténcia ‘k’ foi maior
para a mistura SFX indicando que possui maior resisténcia ao escoamento por ser mais viscoso
que a mistura SF, o que pode ser verificado na Figura 12. O valor do parametro ‘n’ foi menor
na mistura SFX, indicando que a diminui¢cdo na concentracdo de FOS na mistura e 0 acréscimo
de goma xantana produziu uma mistura com maior comportamento pseudoplastico com
coeficientes de regressao acima de 0,98.

O parametro n pode assumir valores menores, igual ou maiores que a unidade. Quando
o valor de n € igual a unidade, o modelo da lei da poténcia é similar ao modelo Newtoniano,
portanto o valor de k é o valor da viscosidade do fluido. Para fluidos pseudoplasticos, n é menor
que a unidade, e quanto menor O seu valor, mais expressivo € seu comportamento
pseudoplastico (MOSER, 2012).

Heydari et al., (2021), ao realizarar a otimizacdo de nanocomplexos de soro de leite
concentrado e pectina como material encapsulante de Oleos essensiais observaram que 0
aumento na concentracdo de soro e a diminuicdo de pectina acarretou em uma diminuicdo de
viscosidade, assim como Tarone et al., (2021) que ao investigar o efeito do FOS e da inulina e
suas propriedades estruturais em um sistema a base de inulina para a encapsulacdo de
polifendis, observaram que o aumento na concentragdo de FOS diminui a viscosidade aparente
da mistura, resultados estes que estdo de acordo conforme com o observado neste estudo para
a mistura SF.

Cai et al., (2018) avaliaram o efeito de misturas de goma xantana com proteina de noz
guanto a adsorcao interfacial e propriedades da emulsédo produzindo suspensdes de goma
xantana de 0,00, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25 e 0,30 (m/m) obtendo valores de K de 0,001, 0,009,
0,032, 0,108, 0,695 (Pa.s) e n de 0,918, 0,826, 0,707, 0,585 e 0,435 demonstrando assim, um

comportamento pseudoplastico em todas as suspensdes.

3.6 Morfologia
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Ao observar a Figura 12, as capsulas obtidas a partir das misturas SF (a e b) e
SFX (c e d), apresentaram formato esférico com paredes continuas, sem fissuras ou rachaduras
aparentes sugerindo uma boa protecdo, com permeabilidade ao ar em niveis baixos ou

inexistentes.

Figura 12 - Microscopia eletrénica de varredura (SEM) das capsulas de L casei CLS3

encapsulado com as misturas SF (a e b) e SFX (c e d) armazenados a 25°C.

O tamanho de particula observado foi de 14,73+5,13um e 11,96+4,20um para as
capsulas obtidas a partir das misturas SF e SFX, respectivamente. Os resultados obtidos nesse
estudo estdo de acordo com o observado na literatura para tamanho de particula conforme pode
ser visto nos estudos de Rajam; Anandharamakrishnam, 2015; Leylak et al., 2022, Minj, Anand,
2022; Obradovic¢ et al., 2022.

Com isso, a variagao da composicao das misturas ndo afetou a morfologia ou o tamanho
de particula sendo os resultados obtidos nesse estudo similares aos observados na literatura e
reportados como adequados para serem utilizados em alimentos por ndo afetarem as
caracteristicas sensoriais (ILHA etal., 2015; MARTIN et al., 2015; ROSOLEN et al., 2019).
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3. 7 Avaliacédo estrutural das microcapsulas

A Figura 13 mostra o espectro FTIR das microcapsulas SF e SFX. A semelhanca de todo
o espectro de FTIR na Figura. 13 indica a presenca de grupos funcionais ou ligacdes
moleculares comuns nestas amostras. Aproximadamente 3650cm™, foi identificado o
estiramento —OH dos grupos alcool, sugerindo a presenca de grupos hidroxila nas amostras. A
regido entre 2500-3300cm ! exibiu vibracdes de estiramento dos grupos —NH e —OH, indicando
a presenca de grupos funcionais &cido carboxilico. Também foi observado o estiramento C=0
dos grupos carbonila em 1650cm, o que pode estar relacionado a banda amida | na proteina
do soro de queijo e L. casei, bem como aos grupos éster na goma xantana e FOS. Além disso,
a presenca das vibragbes de estiramento C=C em 1530cm-! sugere a presenca de compostos
aromaticos. Além disso, a 1020cm%, foram identificadas vibragcGes de estiramento de CO
associadas as unidades de glicose e manose, refletindo a presenca de numerosas por¢oes de
acucar na estrutura polimérica da goma xantana. A presenca dessas ligacdes e grupos
funcionais nas microcapsulas SF e SFX pode indicar que o spray dryer ndo afetou a estrutura

guimica desses compostos.

(b)

‘;:?:- w

@ (c)
(& ]

=

3

= (d)
e

© (e)
—_

(f)

3250 2600 1950 1300 650
Wavenumber (cm'1)

Figura 13. Espectro de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier: (a)
microcapsulas contendo soro de queijo, fruto-oligossacarideos, goma xantana e
Lacticaseibacillus casei CSL3; (b) microcapsulas contendo soro de queijo, fruto-

oligossacarideos e Lacticaseibacillus casei CSL3; (c) fruto-oligossacarideos; (d) proteina de

soro de queijo; (e) Lacticaseibacillus casei CSL3; (f) goma xantana.
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3. 8 Avaliacdo da cristalinidade das microcépsulas

Os difratogramas de raios X (XRD) de soro de queijo, fruto-oligossacarideos, goma
xantana, L. casei e microcapsulas estdo representados na Figura. 14. O difratograma de XRD
da goma xantana (Figura.l 4 (f)) revelou um semi-cristalino estrutura caracterizada por maltiplos
picos de difracdo. Esta natureza semicristalina pode ser atribuida ao arranjo de unidades de
glicose dentro de sua estrutura molecular. As unidades repetidas de glicose formam regides de
estrutura ordenada, enquanto outras regides permanecem menos ordenadas e amorfas (CHIHI
et al., 2021). Por outro lado, os padrbes de DRX de soro de queijo, fruto-oligossacarideos e
L. casei exibiram auséncia de picos de difracdo, indicando sua natureza amorfa. Além disso, 0s
padroes de XRD das microcapsulas SF e SFX também apresentaram um carater amorfo, o que

€ consistente com a composi¢ao da maioria dos compostos presentes nas amostras.
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Figura 14. Difratogramas de raios X: (a) microcdpsulas contendo soro de queijo,
frutooligossacarideos, goma xantana e Lacticaseibacillus casei CSL3; (b) microcapsulas
contendo soro de queijo, fruto-oligossacarideos e Lacticaseibacillus casei CSL3; (c) fruto-

oligossacarideos; (d) proteina de soro de queijo; (e) Lacticaseibacillus casei CSL3; (f) goma

xantana.
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3. 9 Propriedades térmicas das microcapsulas

As propriedades térmicas resultantes da analise DSC das microcapsulas SF e SFX séo
mostradas na Tabela 13. A temperatura de transicao vitrea (Tg) da goma xantana foi identificada
a 64°C, consistente com relatérios anteriores (60°C) (KOCHERBITOV et al., 2010).

Esta transicao fisica indica a mudanca de um estado rigido, semelhante ao vidro, para
um estado mais flexivel e emborrachado. Portanto, a presengca de goma xantana no estado
vitreo poderia restringir a mobilidade molecular dentro das microcapsulas e reduzir a difusdo de
fluidos durante a digestdo (DE FARIAS et al., 2019; WANG et al., 2000).

Tabela 13 - Estabilidade térmica de microcapsulas contendo soro de queijo,

frutooligossacarideos e goma xantana para protecao de Lacticaseibacillus casei CSL3.

SF SFX
Temperatura Tempo o
) Viabilidade celular (CFU.g1)
(°C) (min)
0 9.0£0.1 11.940.1
5 8.1+0.2 11.3+0.1
60 10 - 11.3+0.1
15 - 11.240.2
30 - 11.2+0.2
0 9.0£0.1 11.9+0.1
5 - 10.0£0.1
65 10 - 9.3£0.3
15 - 9.0£0.1
30 - 8.2+0.2
0 9.0£0.1 11.9+0.1
5 - 6.5+0.1
70 10 - 6.3+0.1
15 - 6.3£0.1
30 - 6.2+0.2

Valor médio + desvio padrdo (n=3). SC: soro de queijo; FOS: fruto-oligossacarideos; XG: goma xantana.

A temperatura de degradacgdo do soro de queijo, frutooligossacarideos, goma xantana e
L. casei ocorreu a 186°C (-99 J g'1), 220°C (306 J g'1), 205°C (-56 J g1). -1) e 179°C

(-143 J g'Y), respectivamente. As variagdes nas entalpias podem ser atribuidas aos tipos de
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ligacbes presentes nas estruturas compostas, uma vez que ligacbes mais estaveis
termicamente requerem maiores energias para dissociacdo (HERNANDEZ-IZQUIERDO et al.,
2008).

As microcapsulas exibiram uma temperatura de degradagdo dentro da mesma faixa dos
materiais de parede (197-198°C). Porém, a entalpia de degradacéo foi reduzida para um valor
< 60 J g1. Além disso, SF e SFX demonstraram um pico endotérmico a 157°C (-171 Jg?') e
137°C (-279 J g1), respectivamente. Estas mudancas podem ser atribuidas as interacdes entre
0S materiais da parede e L. casei, resultando potencialmente em um novo estado
conformacional. Este novo estado pode alterar a energia livre global associada as novas
ligag@es, influenciada por um equilibrio entre contribuices entrépicas e entalpicas favoraveis e

desfavoraveis.

3.10 Sinética de degradacéo do L. casei CSL3

A Tabela 14 apresenta a estabilidade térmica das microcapsulas SF e SFX. As
microcapsulas SFX demonstraram maior estabilidade térmica em comparacdo com as
microcapsulas SF. O comportamento de degradacédo térmica de bactérias probioticas pode ser
analisado usando diferentes tipos de curvas de degradacao, incluindo curvas com ombro,
curvas com cauda ou curvas bifasicas e curvas sigmoidais (ARAGON-ROJAS et al., 2019;
CERF, 1977).

Assim, a Tabela 14 fornece os parametros dos modelos cinéticos térmicos para
microcapsulas SFX a 60°C, 65°C e 70°C. Os modelos de Cerf e Whiting e Buchanan exibiram
o0 maior coeficiente de determinacédo (R2) e o menor erro relativo médio (ARE), tornando-0s 0s
modelos mais adequados para elucidar a inativacao térmica de L. casei.

O modelo Cerf descreve uma curva com cauda, enquanto o modelo de Whiting e
Buchanan caracteriza curvas com ombro e cauda, ou apenas uma delas. Assim, esses achados
sugerem que a degradacao térmica de L. casei segue uma curva com cauda, indicando a
presenca de duas fragbes com diferentes taxas de degradacdo térmica (ki1 e k2). Pode-se
argumentar que as microcapsulas contendo goma xantana aumentam a viabilidade celular
contra o calor, potencialmente atribuida a natureza semicristalina da goma xantana.

No seu estado vitreo (abaixo de Tg), a goma xantana restringe 0 movimento molecular,
resultando em reducéo da transferéncia de calor. Acima desta temperatura (64°C), o aumento
da energia permite que as cadeias poliméricas se movam mais livremente, facilitando a

transferéncia de calor para as microcapsulas. Apesar da reducdo na viabilidade celular em
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temperaturas mais elevadas, o processo de relaxamento das cadeias poliméricas pode levar a
um aumento temporario na viscosidade e uma diminuicdo na mobilidade da cadeia (BALJON et
al., 2010; LI et al., 2010).

Tabela 14 - Parametros cinéticos para degradacao térmica de Lacticaseibacillus casei CSL3.

60°C 65°C 70°C
Cerf
f 0.050.01 0.18+0.02 0.47%0.08
ki (min'Y) 0.67+0.05 0.28+0.01 0.70+0.06
k2 (min-1)x10* 3.28+0.03 57.6+1.12 8.37+0.15
R2 0.99+0.1 0.99+0.1 0.99+0.1
ARE (%) 0.17+0.1 0.15+0.1 0.11+0.1
Buchanan
L (min) 1625.48+12.38 217.63+6.59 140.34+£17.08
D (min) 1607.97+24.12 295 12+4.73 161.28+8.71
R2 0.47+0.02 0.82+0.02 0.39+0.02
ARE (%) 0.63+0.03 2.14+0.10 8.90£0.63
Whiting and Buchanan
f 0.06+0.01 0.25+0.02 0.54+0.10
L (min) 0.99+0.01 0.99+0.01 0.99+0.01
b (min1) 11.82+1.02 1.00+0.22 10.81+1.02
¢ (minl) x10 1.89+0.07 73.2615.1 72.24+0.09
R2 0.99+0.01 0.99+0.01 0.99+0.01
ARE (%) 0.2+0.01 0.72+0.10 1.24+0.08

Valor médio * desvio padrdo (n=3). R? coeficiente de determinacédo; ARE: erro relativo
médio; f € a porcédo inicial da inativacado celular; k1 e k2 sdo a taxa de inativacdo celular da
primeira e segunda porgéo, respectivamente; L é o tempo antes do inicio da inativagdo celular;
D € o tempo de reducdo decimal; b é a taxa de inativacdo celular da porcao principal; ¢ é a taxa
de inativacao celular da porcédo menor.

Isto reduz transitoriamente a capacidade de transferéncia de calor do polimero,
resultando nessas duas fragBes de degradacao térmica e, em Ultima analise, contribuindo para
melhorar a resisténcia ao calor em microcapsulas SFX em comparagdo com microcapsulas SF.
Portanto, estas microcapsulas tém potencial para formula¢cdes de alimentos funcionais tratados

termicamente.

3.11 Aplicacdo em matriz alimentar

Para aplicacdes alimenticias, a elaboracdo de microcapsulas com tamanho de particula
suficientemente pequeno para ndo causar alteracdes sensorias é um dos grandes desafios
encontrados no desenvolvimento de novos produtos (HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2012).
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Por um lado, diametros maiores de particula proporcionam volume de superficie mais
alta aumentamdo a probabilidade de um maior efeito protetor. Por outro lado, as capsulas
devem ser pequenas o suficiente para ndo impactar negativamente as propriedades sensoriais
do produto alimentar (ANAL; SINGH, 2007; CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007).

Este conflito pode gerar dificuldades na aplicacdo de microcapsulas probioticas em
alimentos tornando a busca por microcapsulas que apresentem protecdo adequada juntamente
com um tamanho de particula que ndo cause impacto negativo no produto final cada vez mais
cobicado.

Diante do exposto anterioremente e observando a Figura 15, a seguir, podemos verificar
que ambas as microcdpsulas simbiéticas, SF e SFX, desenvolvidas neste estudo foram capazes
de serem aplicadas em sopa desidratada e apresentarem contagem celular acima de

108 Log CFU.g* por aproximadamente 49 dias de armazenamento do produto a 25°C.
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Figura 15 — Contagem de células viaveis de L casei CSL3 aplicadas em matriz alimentar.

O resultado observado reforca a protecdo fornecida pela microcdpsula durante o
armazenamento e preparo do alimento comprovando a estabilidade térmica da microcdpsulada
observada nos ensaios de resisténcia.

A aplicacdo de microcapsulas simbidticas em sopas desidratadas, que seja de nosso
conhecimento, € praticamente inexiste e isso refor¢ca a importancia do resultado obtido para

avancos na aplicacdo em diferentes matrizes.
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Vivek etal., (2021), avaliaram o potencial probiético e a viabilidade do L. plantarum subsp.
plantarum MCC 2974 microencapsulado com suco de amora da Meghalaya (Sohiong) e
maltodextrina pela técnica de spray drying. Ao final de 36 dias de armazenamento em
temperatura ambiente, e 104 dias em temperatura refrigerada, 0 microrganismo
microencapsulado apresentou viabilidade de 6,0 Log CFU.g?

Rama et al., (2020), aplicaram as cepas Lactobacillus pentosus ML 82 enddgeno e a
cepa referéncia Lactobacillus plantarum ATCC 8014 encapsuladas com soro de leite bovino e
de bufala em suco de laranja e observaram que ao final de 90 dias de armazenamento, as
microcapsulas probiéticas manifestaram viabilidade celular acima de 7 Log CFU.g™1.

Hernandez-Barrueta et al., (2020) formularam um ch& verde probiotico com a utilizagéo
de Lactobacillus rhamnosus GG microencapsulado com proteina isolada de soro de leite e
amido de huauzontle modificado (espécie de planta comestivel). Assim, obtiveram um cha verde
probiético com viabilidade estavel por 5 semanas, sem acidificacdo do produto durante o

armazenamento e de fermentacdo indesejavel.

4. Concluséao

Este estudo avaliou duas composi¢cdes diferentes de materiais de parede para
encapsulamento de L. casei, um microrganismo probiético. Uma composicdo consistia em
proteina de soro de queijo e frutooligossacarideos, enquanto a outra composic¢ao incluia os
mesmos componentes juntamente com a adicdo de goma xantana. Ambas as composi¢coes
exibiram altas eficiéncias de encapsulamento semelhantes de aproximadamente 99%.

No entanto, as microcipsulas contendo goma xantana demonstraram maior estabilidade
térmica e melhor viabilidade celular contra o calor em comparagdo com aquelas sem goma
xantana.

Durante todo o periodo de armazenamento, ambos os tipos de microcapsulas
protegeram eficazmente L. casei, garantindo a manutencdo da viabilidade celular minima por
pelo menos 56 dias. Notavelmente, as microcapsulas contendo goma xantana exibiram
preservacao superior da viabilidade celular tanto em temperatura de refrigeracdo quanto em
temperatura ambiente.

Esta melhor preservacdo pode ser atribuida a natureza semicristalina da goma xantana,
gue restringe a mobilidade molecular e dificulta a transferéncia de calor e oxigénio para as

microcapsulas.
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Além disso, as microcapsulas demonstraram protecdo eficaz de L. casei durante
condicBes gastrointestinais simuladas, com as microcapsulas SF e SFX exibindo notavel
resisténcia contra acidos e sais biliares. Essa resisténcia pode ser atribuida a formacao de
hidrogel da proteina do soro do queijo e ao efeito prebiético do FOS.

A combinacdo e interacdo de goma xantana, proteina de soro de leite e fruto-
oligossacarideos desempenharam um papel crucial na protecdo geral de L. casei, possibilitando
assim sua aplicacdo em sopa desidratada mantendo a viabilidade de 10 ¢ Log CFU.g! por
aproximadamente 49 dias e, com isso, aplicando a diversidade de aplicacdes na industria

alimenticia.
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4. Consideracgoes finais

A revisdo sistemética desenvolvida observeu que as inovacdes e descobertas, nos mais
diversos setores, sdo apresentadas diariamente e ao se falar de probidticos ndo é diferente. O
que se constatou foi que no presente momento muitas técnicas apresentam resultados
promissores e eficientes e que o0s materiais geralmente sdo combinados, aliando seus
potenciais e consequentemente cumprindo papéis importantes. Por fim, observou-se que a
aplicacao de probidticos caminha para além daqueles alimentos classicos de fonte probiotica
que sdo os derivados lacteos, devido a diferentes demandas no setor alimenticio probidtico, e
muitas pesquisas que investigam formas inovadoras, em muitos casos com sucesso, na
aplicacdo de probidticos encapsulados em bebidas vegetais, produtos carneos, frutas
desidratadas entre outros, ampliando a gama destes alimentos, possibilitando maior acesso da
populacdo e movimentando o comércio/economia destes produtos.

Por sua vez, o desenvolvimento préatico resultou no estudo de duas composicdes
diferentes de materiais de parede para o encapsulamento de L. casei, um microrganismo
probidtico. Uma composicdo consistia em proteina de soro de queijo e fruto-oligossacarideos,
enquanto a outra composicao incluia os mesmos componentes juntamente com a adicao de
goma xantana. Ambas as composi¢coes exibiu eficiéncias de encapsulamento elevadas
semelhantes de aproximadamente 99%.

No entanto, as microcapsulas contendo goma xantana demonstraram maior estabilidade
térmica e melhor viabilidade celular contra o calor em comparagcdo com aquelas sem goma
xantana. Ao longo do periodo de armazenamento, ambos 0s tipos de microcapsulas protegeram
efetivamente o L. casei, garantindo a manutencdo da viabilidade celular minima por pelo menos
56 dias. Notavelmente, as microcdpsulas contendo goma xantana exibiram preservacdo
superior da viabilidade celular tanto em refrigeracdo quanto em temperatura ambiente.

Essa preservacdo aprimorada pode ser atribuida a natureza semicristalina da goma
xantana, que restringe a mobilidade molecular e dificulta a transferéncia de calor e oxigénio para
as microcapsulas. Além disso, as microcapsulas demonstraram protecdo eficaz de L. casei
durante condicdes gastrointestinais simuladas, com as microcapsulas soro de
queijo/frutoolossacarideos e soro de queijo/frutoolossacarideos/goma xantana exibindo notavel
resisténcia contra 4cidos e sais biliares.

Essa resisténcia pode ser atribuida a formacao de hidrogel da proteina do soro do queijo
e ao efeito prebidtico do FOS. A combinagéo e interacdo de goma xantana, proteina de soro de

leite e fruto-oligossacarideos desempenharam um papel crucial na protecdo geral de L. casei,



114

possibilitando assim sua aplicacdo em sopa desidratada mantendo a viabilidade de
10 ¢ Log CFU.g! por aproximadamente 49 dias e, com isso, aplicando a diversidade de

aplicacdes na industria alimenticia.
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Apéncice 1

Efeito das varidveis independentes sobre a resposta rendimento de processo estudada
no DCCR para a mistura SF.

Efeito e desvio padrao para a variavel rendimento na mistura SF.

Fator Efeito Erro padrdo t(5) p
Média 32,65 1,57 20,75 <0,01
Temperatura (T) (L) 1,33 1,92 0,68 0,52
Rendimento Temperatura (T) (Q) 8,62 2,30 3,74 0,01
(%) Concentracéo de goma (C) (L) -0,74 1,92 -0,38 0,71
Concentracdo de goma (C) (Q) 7,66 2,30 3,32 0,02
TxC(L) 0,05 2,72 0,01 0,98

Apéndice 2

Efeito das variaveis independentes sobre a resposta rendimento de processo estudada
no DCCR para a mistura SFX.

Efeito e desvio padréo para a variavel rendimento na mistura SFX.

Fator Efeito Erro padréo t(5) p
Média 28,00 0,97 28,63 <0,01
Temperatura (T) (L) 4,59 1,20 3,83 0,01
Rendimento Temperatura (T) (Q) -1,91 1,43 -1,33 0,24
(%) Concentracao de goma (C) (L) 3,01 1,20 2,51 0,05
Concentracéo de goma (C) (Q) -9,40 1,43 -6,57 <0,01

TxC (L) 0,60 1,69 0,35 0,74




