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RESUMO

MICROENCAPSULACAO DE PRQBIC)TICOS POR MULTICAMADAS
PARA APLICACAO EM ALIMENTOS

AUTORA: Maria Fernanda da Silveira Céceres de Menezes
ORIENTADOR: Cristiano Ragagnin de Menezes

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar os efeitos da microencapsulacdo promovidos na viabilidade de
Lactobacillus acidophilus livres e microencapsulados por gelificacdo ibnica associada a interacdo eletrostatica a
partir de particulas de pectina e concentrado proteico do soro de leite (WPC) adsorvidas sequencialmente em até
3 camadas. A etapa de producgdo de particulas por gelificacdo idnica foi realizada com pectina de baixo teor de
esterificacdo, sendo gelificada na presenca de ions célcio, seguida pelo recobrimento, por interacdo eletrostatica,
com 0 concentrado proteico. O probidtico utilizado na forma livre e microencapsulado foi o Lactobacillus
acidhophilus LA 02. Foram elaborados 4 tipos de particulas, sendo uma particula produzida apenas com a matriz
encapsulante, pectina (2%), a qual foi considerada controle, pois ndo apresentou nenhum recobrimento e foi
identificada por LA/PO; a LA/P1 foi formada por pectina (2%) e um revestimento de WPC (2%); a LA/P2 foi
formada por pectina (2%), um revestimento de WPC (2%) e sobrecamada de pectina (0,3%) e a LA/P3 foi
formada por pectina (2%), um revestimento de WPC (2%), sobrecamada de pectina (0,3%) e por Gltimo,
novamente 0 WPC (0,5%), caracterizando-as como particulas multicamadas e o padrdo, 0s micro-organismos
livres. A eficiéncia de encapsulagdo, tamanho e morfologia foram avaliados, a fim de caracterizar as particulas
Umidas e liofilizadas, bem como foram avaliados a viabilidade dos lactobacilos livres e microencapsulados, ap6s
a exposicdo in vitro as condi¢Bes gastrointestinais, apds a simulacdo de tratamentos térmicos e durante 120 dias
de armazenamento as temperaturas de congelamento (-18°C), refrigeracéo (5°C) e ambiente (25°C). A eficiéncia
de encapsulagdo reduziu quando camadas foram adsorvidas, tanto para as particulas Umidas quanto as
liofilizadas. Em relagdo ao tamanho, a adsorcdo de WPC reduziu o tamanho das particulas que variaram entre
447,6 — 208,0 um para as umidas e, entre 575,2 — 421,1 um para as liofilizadas. As particulas apresentaram-se
ligeiramente esféricas, no entanto, o processo de liofilizagdo promoveu rompimento da estrutura apresentando
poros superficiais. A exposicdo aos diferentes pHs que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal mostrou
que as microparticulas umidas LA/P1 e LA/P3 apresentaram baixa permeabilidade em condicbes &cidas e alta
permeabilidade ao ambiente neutro do intestino, enquanto que 0s micro-organismos livres apresentaram perda de
viabilidade. Estas mesmas particulas, e ainda, a LA/P2 liofilizadas, exibiram melhor resisténcia que os
probidticos livres no fluido intestinal simulado. Em relacdo, aos tratamentos térmicos aplicados as particulas
Umidas, observou-se que a LA/P1 resistiu a exposi¢do a 63°C por 30 min, pois ndo apresentou diferenca
significativa (p > 0,05) em relagdo a contagem inicial (9,57 log UFC/g). Quando submetidas a 72°C por 15 s,
também a LA/P1 foi mais resistente, com reducédo de 2,14 log UFC/g, enquanto que a cultura livre reduziu 5,4
log UFC/g. As particulas liofilizadas frente a 72 °C por 15 s apresentaram resisténcia ao teste, exceto a LA/PO e
os lactobacilos livres que apresentaram perda de viabialidade. As melhores viabilidades das particulas Umidas
foram obtidas na estocagem sob temperatura de -18°C, com contagens de 7,86 log UFC/g para a LA/P1 ao final
do periodo (120 dias) e 6,55 log UFC/gpara a LA/P3 por 105 dias. J4, as particulas liofilizadas, LA/P1, LA/P2 e
LA/P3 apresentaram resisténcia satisfatoria ao periodo de 120 diascom viabilidade em torno de 7 log UFC/g
quando estocadas as temperaturas de refrigeracdo (5°C) e congelamento (-18°C). Este estudo mostrou que a
gelificacdo idnica externa e interacdo eletrostatica utilizando pectina associada a WPC em multicamadas
demonstrou-se um sistema eficaz de microencapsulagdo para promover maior protecdo e viabilidade a
Lactobacillus acidophilus frente a condi¢des adversas.

Palavras-chave: Multicamadas.Pectina. Concentrado Proteico do Soro.Probidticos.



ABSTRACT

MICROENCAPSULATION OF MULTI-LAYER PROBIOTICS FOR FOOD
APPLICATION

AUTHOR: Maria Fernanda da Silveira Céceres de Menezes
ADVISOR: Cristiano Ragagnin de Menezes

The aim of this study was to evaluate the effects of microencapsulation promoted on the viability of
free and microencapsulated Lactobacillus acidophilus by ionic gelation associated with electrostatic
interaction from pectin particles and whey protein concentrate sequentially adsorbed in up to 3 layers.
The particle production stage by ion gelation was performed with low esterification pectin, being
gelified in the presence of calcium ions, followed by coating, by electrostatic interaction, with the
protein concentrate. The probiotic used in the free and microencapsulated form was Lactobacillus
acidhophilus LA 02. Four types of particles were made, one particle produced only with the
encapsulant matrix, pectin (2%), which was considered a control, since it did not have any coating,
was identified by LA/PO; LA/P1 was formed by pectin (2%) and a WPC coating (2%); LA/P2 was
formed by pectin (2%), a WPC coating (2%) and pectin overlay (0.3%) and LA/P3 was formed by
pectin (2%), a WPC coating (2%), pectin overlay (0.3%) and lastly again the WPC (0.5%),
characterizing them as multilayer particles and the standard, the free microorganisms. The
encapsulation efficiency, size and morphology were evaluated in order to characterize the wet and
freeze dried particles, as well as the viability of free and microencapsulated lactobacilli after in vitro
exposure to gastrointestinal conditions, after simulation of heat treatments and during 120 days of
storage at freezing (-18°C), refrigeration (5°C) and ambient (25°C) temperatures. Encapsulation
efficiency decreased when layers were adsorbed to both wet and freeze dried particles. Regarding the
size, WPC adsorption reduced the particle size ranging from 447.6 - 208.0 um for wet and between
575.2 - 421.1 um for freeze drieds. The particles were slightly spherical, however, the freeze dried
process promoted structure rupture with superficial pores. Exposure to different pHs that simulate
passage through the gastrointestinal tract showed that LA/P1 and LA/P3 wet microparticles showed
low permeability under acidic conditions and high permeability to the neutral environment of the
intestine, while free microorganisms showed loss of viability. These same particles, and freeze dried
LA/P2, exhibited better resistance than free probiotics in the simulated intestinal fluid. Regarding the
heat treatments applied to the wet particles, it was observed that the LA/P1 resisted the exposure at
63°C for 30 min, since it did not present significant difference (p> 0.05) in relation to the initial count
(9.57 log CFU/g). When subjected to 72°C for 15s, LA/P1 was also more resistant, with a reduction of
2.14 log CFU / g, while free culture reduced 5.4 log CFU/g. The freeze-dried particles at 72°C for 15s
showed resistance to the test, except for LA/PO and free lactobacilli that showed loss of viability. The
best viability of the wet particles was obtained at a storage temperature of -18°C, with counts of 7.86
log CFU/g for LA/P1 at the end of the period (120 days) and 6.55 log CFU/g for the storage. LA/P3
for 105 days. The freeze-dried particles LA/ P1, LA/P2 and LA/P3 presented satisfactory resistance to
120 days with viability of around 7 log CFU/g when stored at refrigeration (5°C) and freezing (-18°C).
This study showed that external ionic gelation and electrostatic interaction using WPC associated
multilayer pectin proved to be an effective microencapsulation system to promote greater protection
and viability of Lactobacillus acidophilus against adverse conditions.

Key words: Multilayer. Pectin. Whey Protein Concentrate. Probiotics
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APRESENTACAO

Essa tese segue as normas estabelecidas na Estrutura e Apresentacdo de Monografias,
Dissertacbes e Teses — MDT da UFSM (UFSM, 2015). Os dados da pesquisa estdo
apresentados na forma de quatro artigos cientificos, sendo um de reviséo bibliografica, e trés
com resultados da pesquisa, sendo que o Ultimo constitui-se um capitulo de livro. Ao final
dessa tese, encontram-se os itens DISCUSSAO GERAL e CONSIDERACOES FINAIS,
apresentando uma compilacdo de interpretacdes e comentarios a respeito dos resultados
demonstrados nos artigos cientificos. As REFERENCIAS referem-se as citacdes apontadas
nos itens INTRODUGCAO e DISCUSSAO dessa tese.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida mundial tem despertado o interesse dos
consumidores por alimentos saudaveis, que apresentem caracteristicas nutricionais e
componentes que cumpram funcgdes bioldgicas, com objetivo de evitar doencas e
promover satide (STURMER et al., 2012). Assim, os interesses do mercado consumidor
impulsionam a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos produtos na industria de
alimentos funcionais contendo micro-organismos probioticos.

Os produtos probioticos sdo importantes alimentos funcionais, pois representam
cerca de 65% do mercado mundial deste setor, e esse mercado continua em expansao
(BURGAIN et al., 2011). As bactérias probidticas foram incorporadas em uma
variedade de alimentos, incluindo produtos lacteos (como iogurtes, queijo, sorvete,
sobremesas lacteas), mas também em produtos ndo lacteos (como chocolate, cereais,
sucos) (ANAL; SINGH, 2007).

A microencapsulacdo de probiéticos e a sua inclusdo em matrizes alimentares é
uma das linhas de pesquisa mais desafiadoras da tecnologia de alimentos, uma vez que
pode proteger e manter a viabilidade das bactérias durante a passagem pelo trato
digestivo e sais biliares, resistir ao processo de producdo do alimento, a sua
incorporacdo no alimento e manter-se viavel durante o armazenamento deste produto
(DE VOS et al., 2010, BURGAIN et al., 2011), uma vez que o encapsulamento produz
uma barreira fisica contra condicGes estritas (ZHANG et al.,, 2015). Ainda, a
microencapsulacdo é de grande interesse para a industria de alimentos, uma vez que
pode permitir uma aplicacdo mais ampla de produtos probiéticos no mercado de
alimentos. Embora ainda, os produtos lacteos sejam os principais veiculos dos
probioticos, diversos estudos estdo sendo realizados com a aplicacdo de probioticos em
outras matrizes, como por exemplo, em produtos carneos fermentados, com o intuito de
agregar valor nutricional e caracteriza-los como alimentos funcionais (MARTIN et al.,
2015; CAVALHEIRO et al., 2015).

A técnica de microencapsulacdo tem sido amplamente utilizada nas areas
farmacéutica, alimenticia e de agroquimicos (ZHANG et al., 2015). Existem diferentes
técnicas de microencapsulacdo para protecdo de probidticos, entre elas, emulsificacao,
spray drying, freeze drying, coacervacdo complexa e a gelificacdo idnica ou extrusao, a

qual aprisiona 0 micro-organismo em uma particula que pode ser revestida,por meio de
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interacdo eletrostatica, formando um complexo de dois ou mais diferentes biopolimeros,
geralmente, proteinas e polissacarideos (SOUZA et al., 2012).

Entre vérios sistemas de encapsulagdo biopolimérica, a complexagédo de pectina e
concentrado proteico tem sido identificado como um sistema de alto potencial para
entrega e liberacdo de compostos bioativos (SOUZA et., 2012; GEREZ et al., 2012;
GEBARA et al., 2013). A pectina ¢ um polimero natural que pode ser obtida
comercialmente ou a partir da extra¢ao de residuos da industria citrica, formada por um
complexo de polissacarideos estruturais, de carater anidnico que pode formar
complexos com outros polimeros, em funcao de suas caracteristicas eletrostaticas e de
formagao de géis. Desta forma, a pectina tem sido associada a outros polimeros naturais
ou sintéticos e utilizada como material de revestimento pela industria farmacéutica e de
alimentos (SOUZA et al., 2012). Enquanto que, as proteinas do soro de leite, na forma
de concentrado proteico apresenta-se como um polimero catiénico, que transporta
cargas positivas em baixo pH, apresenta propriedades gelatinizantes, devido a presenca
de grupos sulfidrilas livres (ANTUNES; MOTTA; ANTUNES, 2003). Por esta razao,
0s grupos amino, do concentrado proteico e 0s grupos carboxila da pectina podem
formar uma rede tridimensional por meio de interacdes i6nicas (SOUZA et al., 2012;
GEREZ et al., 2012; GEBARA et al., 2013).

Diante deste contexto, a gelificagdo i0nica externa ¢ uma técnica de
microencapsulacdo que tem demonstrado ser vidvel na preserva¢do das culturas
probidticas. Segundo a literatura, a aplicacdo do revestimento multicamadas com
proteinas € uma alternativa para solucionar um fator limitante da técnica, que consiste
na porosidade da microparticula obtida por gelificacdo idnica externa, que representa
uma das causas da perda da viabilidade probiética (ETCHEPARE et al., 2016). Por isso,
s80 necessarios pesquisas que avaliem de particulas com multicamada proteica
envolvendo culturas probidticas.

Portanto, o conceito de encapsular Lactobacillus acidophilus em multicamadas
poliméricas, pectina e concentrado proteico, em até trés camadas adsorvidas, pelo
método de gelificacdo idnica externa e interacdo eletrostatica, foram investigados em
nosso estudo, pois esses efeitos tem sido raramente relatados na literatura. Assim, o
presente trabalho objetivou investigar o efeito de um sistema de encapsulacéo, a partir
de microparticulas de pectina, em até trés camadas com concentrado proteico de soro de
leite na viabilidade de Lactobacillus acidophilus quando exposto a condi¢fes adversas

para aplicacdo industrial.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Estudar os parametros relacionados a producdo, caracterizacdo e viabilidade de
microparticulas probioticas obtidas pela técnica de gelificacdo idnica externa e interacao
eletrostatica, utilizando como material encapsulante, a pectina associada a multicamadas

de concentrado proteico do soro de leite (WPC).

1.1.2 Objetivos Especificos

o Estudar a formacédo e a obtencdo do complexo pectina-concentrado proteico do
soro de leite e analisar a complexacdo em até trés camadas;

o Utilizar cultura probiotica da espécie Lactobacillus acidophilus LA 02 como
material de recheio;

o Caracterizar o tamanho médio das microparticulas com multicamadas e sem
camada adsorvida, bem como a sua morfologia;

o Avaliar a viabilidade da cultura probidtica livre e encapsulada nas microparticulas
com multicamadas e sem multicamadas, umidas e liofilizadas, em condic¢des que
simulam os principais tratamentos térmicos aplicados a alimentos;

o Avaliar a viabilidade da cultura probidtica livre e encapsulada nas microparticulas
com multicamadas e sem multicamadas, umidas e liofilizadas, em condic¢des que
simulam o ambiente gastrointestinal,

o Avaliar a viabilidade da cultura probidtica livre e encapsulada nas microparticulas
com multicamadas e sem multicamadas, imidas e liofilizadas, ap6s a exposicao as

principais temperaturas de armazenamento ao longo de 120 dias.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Probiéticos

Os probidticos sdo definidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como organismos Vvivos, que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios para a saude do hospedeiro, melhorando o equilibrio da flora
microbiana(FAO /WHO, 2002). Os géneros mais estudados séo os Lactobacillus e os
Bifidobacterium  considerados ndo-patogénicos e benéficos, pois realizam
atividadesbiologicas positivas na saide humana e, por isso tornaram-secomuns nas
intervencdes dietéticas e nas pesquisas que visam o equilibrio da microbiota intestinal
(STURMER et al., 2012).

Pesquisas anteriores provaram que 0s probioticos contribuiram muito para
fortalecer a imunidade, baixar o colesterol e a pressdo sanguinea, além de estarem
envolvidos na melhoria da tolerancia a lactose, na prevencdo do cancer e no combate a
infeccdo causada por Helicobacter pylori (GILL et al., 2003). Neste sentido, os estudos
com probidticos tem demonstrado bons resultados no tratamento de desordens
intestinais e no sistema imunoldgico devido a fatores antagdnicos que resultam no
aumento da resisténcia contra patdogenos (BURGAIN et al., 2011). A utilizacdo de
micro-organismos probidticos estimulam a multiplicagdo das bactérias benéficas
reforcando 0s mecanismos naturais de defesa do hospedeiro em relacdo ao
desenvolvimento de bactérias prejudiciais no intestino grosso (SAAD, 2006).
Entretanto, para serem classificados como probioticos, estes micro-organismos, devem
atender a requisitos basicos, entre eles: a bactéria deve pertencer a um género de origem
humana, apresentar resisténcia ao ambiente acido estomacal, a bile e as enzimas
pancreaticas; apresentar adesdo as células da mucosa intestinal; apresentar capacidade
de colonizagdo no intestino grosso; produzir substancias antimicrobianas contra as
bactérias patogénicas e ser metabolicamente ativo no intestino (STEFE et al., 2008;
SAAD, 2011).
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Estes requisitos sdo imprecindiveis, uma vez que que o trato gastrointestinal é
um sistema complexo que hospeda uma diversidade de espécies de bactérias, dentre as
que colonizam o organismo humano. Assim, na por¢cdo do estdmago e do intestino
delgado, o ambiente € desfavoravel para a colonizacéo e proliferacdo bacteriana, devido
ao peristaltismo intenso nesta parte do intestino, além da acdo bactericida do suco
gastrico, da bile e da secrecdo pancredtica (STEFE et al., 2008). Estima-se que a
populacdo microbiana do célon seja de 10™ a 10" micro-organismos por grama de
conteddo luminal, entretanto, estes nimeros podem variar entre os individuos, assim
como esta populacdo pode sofrer alteracBes devido a fatores enddgenos e exdgenos,
como mudancas alimentares, estresse e uso de antibacterianos (STEFE et al., 2008).

Além dos requisitos basicos para um micro-organismo ser considerado
probidtico, ele precisa atingir o intestino em contagens viaveis para ter condicdes de
colonizé-lo e favorecer ao equilibrio da flora. No Brasil, a recomendacdo mais recente
para alimentos funcionais contendo probioticos, baseia-se na quantidade diaria
consumida de micro-organismos viaveis, ou seja, no minimo 10° a 10° UFC/gpara ser
de importancia fisioldgica ao consumidor (BRASIL, 2008). O consumo de quantidades
adequadas dos probidticos para a manutengdo das concentragdes fisiologicamente ativas
deve atingir de 10% a 10’ UFC/g in vivo na porcéo intestinal (SAAD, 2006).

De acordo com Agrawal e colaboradores (2005) os produtos probidticos
representam em média 65% do mercado mundial de alimentos funcionais
e a tendéncia é a expansdo deste mercado de produtos probidticos. A maioria dos
alimentos probidticos atuais foram desenvolvidos na &area de produtos lacteos, como
iogurtes, queijos e sobremesas lacteas e algumas pesquisas no desenvolvimento de
outros produtos como chocolates, cereais e sucos (ANAL; SINGH, 2007). Assim
destaca-se a necessidade de aplicagdes destes micro-organismos em outras matrizes
alimentares a fim de aumentar as opcdes para o publico consumidor (BURGAIN et al.,
2011). No entanto, é relevante a viabilidade das cepas probioticas até o seu local de
acdo,para usufruir os seus efeitos benéficos, por isso a utilizagdo da microencapsulagéo
(BURGAIN et al., 2011).

Os probidticos incluem espécies Aacido-laticas dos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Sporolactobacillus e Streptococcus; espécies ndo acido-laticas, tais como, Bacillus
cereus, Escherichia coli e Propionibacterium freudenreichii; e as leveduras

Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii (STURMER et al., 2012). As
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espeécies dos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces sdo consideradas
GRAS (generally recognized as safe) e a literatura apresentam estudos relevantes,
principalmente com os representantes dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
(STEFE et al., 2008; SAAD, 2011). As culturas probioticas utilizadas em produtos
comerciais, com propriedades e efeitos funcionais reconhecidos por meio de estudos
clinicos registrados em bancos internacionais, incluem: Lactobacillus casei Shirota, L.
johnsonii La-1, L. rhamnosus GG (ATCC 53103),L. rhamnosus HNOO1, L. acidophilus
La-5, L. acidophilus NCFB 1478, L. reuteri ATCC 55730, L.casei DN-114001,
Bifidobacterium animalis Bb12, B. animalis DN173 010, B. animalis subsp. lactis
HNO19, B. infantis 35264 e Saccharomyces cerevisae (boulardii) (SAAD, 2011).

2.1.1.1 Género Lactobacillus

O género Lactobacillus é capaz de fermentar carboidratos, como a lactose
produzindo &cido latico, caracterizando-se em sua maioria como homofermentativos
obrigatdrios, mas podem ser heterofermentativos. Ja& foram identificadas mais de 100
espécies do género Lactobacillus, sendo as mais utilizadas como suplemento dietético
L. acidophilus, L.casei, L. helveticus, L. paracasei, L. fermentum, L. plantarum, L.
bulgaricus, L. salivarius (STURMER et al., 2012).

As caracteristicas gerais dos lactobacilos consistem em forma de bacilos,
medindo de 0,5 a 1,2 x 1,0 a 10,0 um, s8o Gram-positivos, imoveis, ndo formadores de
esporos e catalase negativo, com algumas excecdes. S&o exigentes nutricionalmente em
relacdo a carboidratos, aminoacidos, peptideos, acidos graxos, sais, acidos nucléicos e
vitaminas, para produzir grande quantidade de &cido lactico e pequenas quantidades de
outros compostos. Quanto a exigéncia de oxigénio, sdo anaerobios facultativos e as
vezes microaerofilos, quanto a temperatura de crescimento, oscila entre 35°C e 45°C,
ndo havendo crescimento abaixo de 15°C, e seu pH otimo é de 5,5 a 6,0 (TAMIME;
ROBINSON, 1999; BERGEY’S, 2000; VASILJEVIC; SHAH, 2008; HAMMES;
HERTEL, 2006).

Os Lactobacillus acidophilus estdo presentes no trato gastrointestinal de
humanos e animais, oferecendo protecdo contra o acesso e a proliferacdo de micro-
organismos patogénicos, contribuindo para o equilibrio da microbiota intestinal
(COSTA; ROSA, 2010; STURMER et al., 2012). Eles atuam positivamente no controle
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da diarreia e podem reduzir significativamente a sua duracdo em lactentes e criancas,
além de reduzir inflamacdes do trato gastrointestinal em adultos (SAAD, 2006).

Também deve-se destacar outros beneficios promovidos pelos L. acidophilus,
como por exemplo, a capacidade de produzir a enzima lactase e hidrolisar as moléculas
de lactose presentes nos lacteos, em carboidratos mais simples, para serem facilmente
digeridos. Deste modo, intolerantes & lactose podem beneficiar-se com a ingestéo
continua do probidtico L. acidophilus ou de alimentos contendo o0 micro-organismo
(STURMER et al., 2012).

Estudos apontam que as bactérias laticas classicas utilizadas na producdo de
iogurtes, S. thermophilus e L. bulgaricus, também utilizam a lactose como substrato
com liberacdo de &cido latico, porém essas culturas ndo resistem as condi¢des adversas
do trato digestivo (sensiveis a bile) e sdo incapazes de colonizar o intestino humano.
Enquanto que, as culturas probidticas, fornecem efeitos terapéuticos ao homem, apenas
necessitam estar viaveis no alimento durante a vida de prateleira e serem consumidas
continuamente (ANTUNES, 2004). E por isso que Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacteria ssp sdo 0s micro-organismos mais utilizados em iogurtes funcionais
(ANTUNES, 2004).

2.1.2 Microencapsulacéo

A microencapsulacdo € uma tecnologia que tem sido desenvolvida e aplicada no
meio cientifico e na industria de alimentos com varias funcdes, uma delas é a de
proteger as culturas probioticas e permitir a sua liberacdo controlada, pois a manutencéo
da viabilidade destes micro-organismos é importante para que atinjam o local de agédo
especifico e promovam os beneficios a saude do consumidor (BURGAIN et al.,
2011).A liberacdo do material encapsulado pode ocorrer por ruptura mecanica,
temperatura, pH ou solubilidade do meio, biodegradacédo ou por difusdio (MUKAI-
CORREA, 2008).Em sintese, a encapsulacdo de probidticoséum processofisico-
quimicoou mecanico que consiste em aprisionaressa substancia em um polimero ou
capsula, a fim de produzirparticulascom diametro de poucosnanémetros aalguns
milimetros (BURGAIN et al., 2011).

As caracteristicas ideais para um probidtico microencapsulado seria na forma de

um po seco, de armazenamento facil e de vida de prateleira longa ou entdo um gel
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umido com estabilidade a longo prazo em um produto alimenticio (BURGAIN et al.,
2011; SIMEONI et al., 2014).

A microencapsulagdo de bactérias probioticas vivas fornece uma barreira fisica
para resistir a condi¢cdes ambientais diversas, uma vez que muitos trabalhos apontam
que é reduzida a sobrevivéncia destas bactérias quando inoculadas livres em matrizes
em estudo (KAILASAPATHY, 2009). Em geral, os probiéticos sdo sensiveis a
exposicdo ao oxigénio, a luz, ao pH ou a temperatura (MUKAI-CORREA, 2008;
MARTIN et al.,, 2015). De acordo com Burgain et al. (2011) as técnicas de
microencapsulacdo tornaram possiveis a imobilizacdo dos probioticos, uma vez que
estes apresentam dois tipos de problemas: primeiro, considerando o encapsulamento, o
seu tamanho (tipicamente entre 1 pum e 5 pum de didmetro), o que exclui as
nanotecnologias,e o fato de que eles devem ser mantidos vivos, fato crucial na selecao
da tecnologia de microencapsulacédo a ser adotada.

As técnicas de encapsulacdo presentes na literatura permitem encapsular
ingredientes alimenticios, compostos bioativos, farmacos, no entanto, a escolha do
método deve ser planejada de acordo com a finalidade da microcapsula, com as
propriedades fisico-quimicas do material de revestimento e do material de recheio,
assim como o tamanho e o mecanismo de liberacdo deste composto (JACKSON; LEE,
1991). As metodologias mais usuais envolvem as técnicas de spray drying (secagem
por atomizacdo), spray cooling (secagem a frio), gelificacdo idnica (interna ou externa),
liofilizacdo, coacervacao simples e complexa (BURGAIN et al., 2011; SIMEONI et al.,
2014; PEREIRA et al., 2018).

O parametro de tamanho de particulas é um dos mais relevantes para a
incorporacdo dos probiodticos microencapsulados em produtos alimenticios, pois quanto
menor o0 seu tamanho, menos perceptivel sera a sua textura e mais facil serd seu
escoamento e dispersdo no alimento (SAAD, 2011). Segundo Silva et al. (2014), as
particulas ou céapsulas podem ser classificadas de acordo com o seu tamanho em
macrocapsulas (>5.000 pm), microcépsulas (0,2 a 5.000 pm) e nanocépsulas (<0.2 um)
(SILVA et al., 2014).

Cada uma das principais tecnologias que podem ser aplicadas ao
encapsulamento de probidticos, produz microcapsulas com caracteristicas diferentesem

termos de tamanho de particulas, como pode ser visualizado na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais técnicas de microencapsulacdo e distribuicdo média de
tamanho de particulas (um).

Spray drying 5-150
Refrigeracdo por pulverizagdo (spray cooling) 20 -200
Coacervacao simples 20 -500
Coacervacgdo complexa 1-500
Emulsificacdo 0 - 5000
Extrusdo >100 - 4000

Fonte: adaptado de SILVA et al. (2014) e BURGAIN et al. (2011).

2.1.2.1 Gelificacdo i6nica e interacdo eletrostatica

A gelificagdo idnica é baseada na capacidade de polissacarideos aniénicos, como
a pectina, alginato, goma carragena e goma gelana de formar gel na presenga de ions
como o calcio (BUREY et al., 2008). A gelificacdo é uma propriedade funcional muito
importante de macromoléculas ou biopolimeros, como os polissacarideos e as proteinas,
qguando em suspensdo aquosa, formam coléides de maior ou menor fluidez dependendo
da concentracdo e da natureza das mesmas. A gelificacdo ndo é apenas utilizada para
formar géis solidos viscoelasticos, mas também, para melhorar a absorcdo da agua,
promover efeitos espessantes, fixar particulas, e estabilizar emulsGes e espumas
(BRAGANTE, 2009).

A técnica de gelificacdo ibnica ou extrusdo é um processo fisico utilizado para a
microencapsulacéo de bactérias probiodticas em polimeros, como por exemplo, a pectina
de baixo teor de metoxilagdo (BTM), material utilizado como revestimento, sendo 0s
fons calcio os agentes de reticulagdo mais utilizados (MUKAI-CORREA, 2008).

Este método consiste em lancar o material, ou seja, uma solu¢do contendo o
polimero e o material de recheio, como a cultura probidtica, por meio de um bocal de
alta pressdo, que ira gotejar em uma solugdo contendo cloreto de calcio (CaCly), para
que ocorra a solidificacdo por gelatinizacdo i6nica. Nesse processo, o célcio difunde-se
para o interior das gotas do polimero (LIU et al., 2002; ETCHEPARE et al., 2015).
Assim, quando duas solugdes de macromoléculas com cargas opostas sdo misturadas,

pode-se dizer que estes complexos de polieletrolitos formados séo resultado de
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interacdes eletrostaticas entre os dois ions (YAO et al.,, 1997; ETCHEPARE et al.,
2015).

Véarios metodos e materiais foram investigados para a produgdo de
microparticulas probidticas, incluindo a gelificacdo ibnica utilizando polissacarideos
naturais e ions de célcio. A gelificacdo i6nica ndo causa danos as células bacterianas,
quando comparada a outros métodos, conferindo maior viabilidade aos micro-
organismos microencapsulados quando comparados aos livres. Este método é
considerado simples, pois opera em temperatura ambiente e dispensa o uso de solventes
organicos, e ainda, pode encapsular emulsdes contendo compostos hidrofilicos ou
hidrofébicos.Quanto ao tamanho das particulas formadas, utilizando a gelificagdo idnica
externa, podem ser goticulas de até 1000 um, se for adotado o processo de extrusdo com
agulha e seringa ou particulas a partir de 10 um se for adotado o processo de
atomizacdo com bico aspersor (pulverizacdo de microparticulas Umidas) (COOK et al.,
2012). Embora o uso de atomizador de duplo fluido utilizado para a producdo de
microparticulas pode influenciar na distribuicdo média do tamanho de particulas, uma
vez que depende também da vazdo do ar comprimido no sistema, da viscosidade da
solucdo contendo o polissacarideo, da distancia do bico aspersor a solugédo de cloreto de
calcio e da sua concentracdo (AGUILAR et al., 2015; SAAD, 2011).

Um fator limitante desta técnica, consiste na sua dificil aplicacdo em escala
industrial, devido a formacdo lenta das microparticulas e a sua porosidade superficial
(KRASAEKOORP et al., 2004). A desvantagem da matriz do gel ser porosa durante a
formacdo de microparticulas deve-se ao fato de que nem todos os grupos carboxilicos
de um polimero aniénico como alginato ou pectina, interagem com os ions célcio,
gerando um excesso de cargas negativas na superficie das particulas de gel. Porém,
permitindo-lhes interagir com um polieletrolito de carga oposta, formando uma camada
protetora na superficie da particula devido a interacdo eletrostatica. A interagdo
eletrostatica depende de varios fatores, incluindo a relagdo polissacarideo-proteina, pH,
forca ibnica e concentracdo de polieletrdlitos (BURGAIN et al., 2011; SAGIS et al.,
2015).

As propriedades de barreira de filmes a base de proteinas sdo geralmente
melhores que as particulas formadas apenas por polissacarideos, uma vez que as
proteinas sdo compostas por aproximadamente 20 aminoacidos diferentes que podem
conferir distintas propriedades funcionais para as particulas revestidas (CHAMBI;
GROSSO, 2006). As proteinas do soro de leite apresentam boas propriedades mecanicas
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e atuam como excelente barreira ao oxigénio (CHAMBI; GROSSO, 2006).
Nanocompostos e microparticulas contendo proteina do soro de leite tém sido utilizadas como
sistemas eficazes de encapsulamento de compostos bioativos e medicamentos, aumentando sua
solubilidade, transporte, dispersibilidade, biodisponibilidade e bioacessibilidade (DE CASTRO
etal., 2017, GEREZ et al., 2012; GEBARA et al., 2013).

Ribeiro et al. (2014) adicionaram L. acidophilus, livre e em microparticulas de
pectina revestidas com proteina do soro de leite, em iogurte e observaram que a
sobrevivéncia do probidtico encapsulado foi superior (62%) quando comparado ao
iogurte contendo células livres de L. acidophilus (10%), apds 35 dias de armazenamento
refrigerado (RIBEIRO et al., 2014). Enquanto que Tello et al. (2015) produziram
microparticulas de alginato e pectina com e sem revestimento proteico para a
encapsulacdo de oOleo de girassol e verificaram que as particulas de alginato e pectina
revestidas com proteina promoveram maior protecdo ao Oleo de girassol
microencapsulado contra a oxidacao lipidica quando comparados com as particulas que
ndo foram revestidas. Estes estudos elucidam a relevancia da microencapsulacdo com
pectina e proteina para a preservacao dos compostos bioativos.

A Figura 1, ilustra a técnica de microencapsulagdo pelo método de gelificacdo

iOnica.

Figura 1. Imagem da obtencdo de microparticulas por gelificacdo idnica
externa.

Solugio de CaCl,
Solugdo
(Pectina e L.acidophilus)
Microparticulas de pectina

(probiético encapsulado)

Fonte: Préprio autor.
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2.1.3 Pectina

Nas plantas, as pectinas sdo componentes estruturais cumprindo importantes
funcbes bioldgicas, tais como a protecdo mecanica e fisica, no crescimento e
desenvolvimento de células da parede celular. As pectinas sdao consumidas em frutas e
nos vegetais e fazem parte da fibra dietética, que pode ajudar a prevenir a ocorréncia de
doencas como diabetes e cancer de colon (YAPO, 2011). Naturalmente, a pectina esta
associada a celulose, hemicelulose e lignina, sendo designada, enquanto nesta forma, de
protopectina, podendo ser obtida comercialmente por extracdo aquosa de material
péctico da maioria dos frutos citricos (MUKAI-CORREA, 2008; SUNDARRAJ;
RANGANATHAN, 2017).

As fontes mais ricas de pectinas estdo nos frutos citricos, podendo ser extraidos,
em abundancia, principalmente do albedo, regido mesocérpica do fruto, ou seja,
importante subproduto que pode ser obtido a partir dos residuos de frutas e vegetais, por
meio de métodos quimicos ou enzimaticos (LIU et al., 2012; MUNARIN et al., 2012;
SUNDARRAJ; RANGANATHAN, 2017). Outra fonte natural deste carboidrato é a
macd, que conjuntamente com os frutos citricos constituem as principais matérias-
primas para a producdo de pectina em nivel comercial (PAIVA et al., 2009,
BRAGANTE, 2009). Secundariamente, a polpa de beterraba acucarada também se
apresenta como fonte de pectina, sendo destinada a emulsdo 6leo-em-agua (O / W) em
diferentes formulagdes alimentares e ndo alimentares com funcédo de espessante (YAPO,
2011). Segundo Willats et al. (2006) um dos objetivos mais ambiciosos da industria de
alimentos é modificar a estrutura da pectina dentro das plantas, antes da extracdo
(WILLATS et al., 2006). Em um estudo, frutos de tomate foram produzidos com
expressao reduzida de um determinado gene que codifica uma proteina estrutural da
parede celular. Os resultados obtidos mostraram frutos de tomate significativamente
mais firmes durante a maturacdo e foram menos suscetiveis & deterioragdo durante o
armazenamento a longo prazo (WILLATS et al., 2006). Mais recentemente, pectinas
quimicamente alteradas (citricas) conhecidas pelo termo genérico de "pectinas citricas
modificadas" (PCMs), foram relatadas por possuir propriedades benéficas para a saude,
especialmente propriedades anti-metastaticas, embora as caracteristicas estruturais
dessas macromoléculas bioativas continuem a ser controversas (YAPO, 2011).

As pectinas consistem em complexos de polissacarideos estruturais que

apresentam carater hidrofilico, devido a presenca de grupos polares, e por isso, tem a
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propriedade de envolver grande quantidade de agua, produzindo uma solucdo viscosa
(PAIVA et al., 2009). Fazem parte da sua composi¢do estrutural &cido galacturénico
(sdo os monossacarideos dominantes), xilose, galactose, manose, arabinose, ramnose,
glicose e fucose (MARTINEZ et al., 2010; YULIARTI et al.,, 2015; RAMOS-
AGUILAR et al., 2015). A Figura 2 ilustra uma representacdo esquematica da pectina,
com seus trés principais elementos estruturais que sdo: Homogalacturonanas (HG),
Ramnogalacturonanas | (RG-1) e Ramnogalacturonanas Il (RG-11). A HG consiste em
uma espinha dorsal, ou cadeia de pectina, constituidas de unidades D-acido
galacturonico unidos por ligagdes a-1,4, parcialmente metil-esterificados no C6, onde
ocorrem vérias ramificacbes com cadeias polissacaridicas semelhantes ou com
monossacarideos neutros. O RG-1 € um polimero ramificado composto por cadeias
contendo unidades alternadas de acido galacturdnico e ramnose, onde arabinana,
ramificacOes de galactana, arabinogalactana | e Il podem ser anexadas. RG-Il é um
polimero complexo composto por galA, ramnose, galactose e alguns agicares incomuns
(MARTINEZ et al., 2010; YULIARTI et al., 2015; RAMOS-AGUILAR et al., 2015).

Figura 2 — Representacdo esquematica da pectina.
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Fonte: MARTINEZ et al.(2010).
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A importancia da pectina na tecnologia e no processamento de alimentos esta
associada a sua capacidade de formar géis, conferindo a funcdo de firmeza, retencédo de
sabor e aroma, bem como a sua funcdo como hidrocol6ide na disperséao e estabiliza¢do
de diversas emulsdes (PAIVA et al., 2009; BOBBIO; BOBBIO, 1992; ARAUJO, 2006;
BRAGANTE, 2009). A formacéo de gel € a principal caracteristica funcional da pectina
e depende essencialmente das caracteristicas do meio: pH, teores de solidos soluveis e
cations divalentes, além de depender dos niveis de pectinas e do seu grau de metilacdo
(PAIVA et al., 2009).

O grau de metilacdo € a porcentagem de acidos galacturbnicos que sao
metilesterificados (MUKAI-CORREA, 2008; MUZZARELLI et al., 2012), ou seja, a
razdo entre o &cido galacturbnico esterificado e ndo esterificado ira determinar o
comportamento da pectina nas aplicacdes alimentares (MUZZARELLI et al., 2012).
Assim, a pectina de alto teor de metil éster (metilacdo), superior a 50%, formara géis e
liquidos estruturados sob condicBes de baixo pH e baixa atividade de agua (por
exemplo, em altas concentracdes de acgucar, sorbitol ou glicerol), enquanto que a pectina
de baixo teor de metil éster, inferior a 50%, formara géis na presenca de céations
divalentes, como o calcio e o magnésio (CPKELCO, 2019).

Estudos recentes apresentam aplicacGes diversas da pectina, tanto na area de
alimentos, atuando como substituto de gordura e como material de embalagem ativa,
quanto na area farmacéutica, utilizada em aplicaces biomédicas que incluem facilitar a
entrega de sequéncias especificas de aminoacidos, atuar como agentes anti-
inflamatorios e anticoagulantes, alem de ser utilizada como substancia curativa nos
locais dos tecidos (NAQASH et al., 2017). Por outro lado, a pectina apresenta
aplicacdes médicas com base nos seus efeitos promotores de sadde (incluindo a reducéo
de colesterol no sangue e niveis séricos de glicose, potencial para inibir o crescimento
do cancer) (MARTINEZ et al., 2010; NAQASH et al., 2017).

A quantidade de pectina necessaria para a formacdo de geis depende da sua
qualidade, porém, uma quantidade de 1% é suficiente para produzir um gel consistente.
Segundo Bragante (2009), a pectina apresenta baixa estabilidade, assim como muitas
moléculas de cadeia longa, e por isso, quando em contato com meio alcalino e em
baixas temperaturas ela é destruida, enquanto no meio acido, somente é destruida sob
influéncia de calor (BRAGANTE, 2009). Altas temperaturas, sem a intervencdo de
outro reagente, hidrolizam a molécula de pectina, o que invariavelmente reduz sua
capacidade gelificante (BRAGANTE, 2009).
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Além do amplo emprego na industria de alimentos, como agente gelificante e
estabilizador na producédo de geleias, produtos de confeitaria (WILLATS et al., 2006;
BRAGANTE, 2009), como material de revestimento de particulas bioativas (GEBARA
et al., 2013; GEREZ et al., 2012), a pectina pode ser utilizada para remover metais
toxicos em solucdes aquosas e como agente floculante no tratamento de efluentes,
apresentando a vantagem de ser biodegradével e atoxica ao meio ambiente e aos seres
humanos (YOKOI et al., 2002). Ainda, apresenta ampla aplicagdo na industria
farmacéutica, por meio do desenvolvimento de géis de pectina e na administracdo
controlada de medicamentos, uma vez que ela é considerada segura (GRAS), atoxica,
apresentar baixo custo de producéo e alta disponibilidade (MORRIS et al., 2010).

Muitos estudos foram realizados com a finalidade de avaliar o perfil de liberacéo
dos probioticos contidos em particulas de pectina, principalmente simulando o trato
gastrointestinal in vitro.

Gavrilova et al. (2018) avaliaram a imobilizacdo por meio da microencapsulagéo
da associagdo de culturas probidticas de L. acidophilus, B. Lactis e S. thermophilus em
um gel de biopolimeros composto de gelatina, pectina de baixo teor de metoxilacdo
(BTM) e amido modificado em uma relacdo de 5: 1: 1, frente as condi¢6es de simulacao
in vitro do trato gastrointestinal. Os resultados apontaram que de 20 a 25% das células
viaveis de probiéticos foram liberadas na porcao gastrica (estbmago), enquanto que, de
75 a 80% foram liberados na porcéo intestinal do trato (ileo).

Dafe et al. (2017) encapsularam L. plantarum em particulas de pectina e pectina:
amido pelo método de extrusdo e submeteram as condicGes de simulacdo in vitro do
trato gastrointestinal, assim como as células livres. As células livres ndo resistiram vivas
ao final da andlise, enquanto que as particulas de pectina apresentaram contagem de
células de 5,15 log UFC/g e as particulas de pectina: amido apresentaram contagem de
celulas de 6,67 log UFC/g.

Gruskiene et al. (2017) desenvolveram particulas de pectina com nisina,
pectina com inulina e nisina e nisina livre, utilizada para preservacdo de alimentos, e
investigaram a sua estabilidade proteolitica (protease produzida por Aspergillus saitoi).
Os resultados demonstraram que as particulas de pectina com inulina e nisina foram
mais estaveis que as particulas de pectina e nisina, e, além disso, a estabilidade das
particulas de pectina depende do seu grau de esterificacdo, neste caso, as particulas que
foram preparadas com pectina de baixo teor apresentaram maior estabilidade
proteolitica.
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2.1.4 Concentrado proteico do soro de leite

As proteinas do leite consistem em duas fragdes principais: a caseina e o soro de
leite. O soro € o liquido produzido como subproduto da industria de laticinios durante a
fabricacdo de queijos ou processamento de produtos lacteos coagulados, e € composto
por aproximadamente 85-90% de agua, com uma fragdo solida composta de lactose,
proteinas, lipidios e minerais, em que as proteinas do soro do leite s&o responsaveis por
aproximadamente 20% da proteina total do leite (DE CASTRO et al.,, 2017). As
principais proteinas do soro de leite sdo as: o-lactoalbuminas (a-LA) e as -
lactoglobulinas (B-LG), mas ainda, albumina do soro bovina (BSA), imunoglobulinas
(1gs), glicomacropeptideos (GMP), lactoferrinas (LF), lactoperoxidases (LP) e peptona
proteoses (PP) (DE CASTRO et al., 2017, ANTUNES, 2004). Estudos demonstraram
que, ao serem utilizadas em alimentos, as proteinas do soro propiciam vantagens
funcionais e tecnoldgicas como: aumento da viscosidade e retencdo de dgua, capacidade
de formar géis, funcdo emulsificante, retém e incorporam gordura, realcam a cor, 0
sabor e a textura além dos beneficios nutricionais (DE CASTRO et al., 2017; UNITED
STATES DAIRY EXPORT COUNCIL - USDEC, 1997).Dentre as principais
caracteristicas das proteinas do soro, a presenca de aminodacidos sulfurados permite que
elas formem ligacOes covalentes intermoleculares durante o processamento térmico de
solucdes de concentrado proteico do soro de leite (ANTUNES, 2004).

A solubilidade das proteinas do soro é considerada uma das propriedades mais
importantes porque afeta as outras propriedades funcionais, como: a gelificagcdo, onde as
B-Lg possuem excelente propriedade gelatinizante, a formacgao de espuma, onde as a-La
apresentam a capacidade de formar espuma similar a da clara de ovo, as LFs e LPs
apresentam propriedades bacteriostaticas e o poder emulsificante (DE CASTRO et al.,
2017, ANTUNES, 2004). Em altas temperaturas, a solubilidade das proteinas do soro é
perdida porque sdo sensiveis ao calor. As Igs sdo as mais sensiveis a medida que sdo
desnaturadas a temperatura de 70 °C, seguido por a-LA, B-LG e BSA que resistem a
temperaturas de até 100 °C. A estabilidade térmica das diferentes fracGes de proteinas
de soro tem a seguinte ordem: a-LA> B-LG> BSA> Igs, todavia as taxas de
desnaturacdo sdo fortemente influenciadas pelo pH, composicdo idnica e concentragdo
de solidos totais (ANTUNES et al., 2003). A desnaturacdo pelo calor é principalmente
devido a quebra da ponte de enxofre dentro da molécula, o que resulta em
desdobramento e insolubilidade. Uma forma de melhorar a solubilidade das proteinas e
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a capacidade de estabilizacdo sob estas condicdes desfavoraveis e durante varias
operacOes de processamento tais como aquecimento, congelamento ou secagem, é
modificar a estrutura molecular covalentemente, anexando um polimero hidrofilico
(polissacarideo) (DE CASTRO et al., 2017).

As proteinas do soro podem ser transformadas por meio de processos fisicos,
como evaporacdo, ultrafiltracdo, secagem por pulverizacdo e liofilizacdo sendo
convertidas em soro de leite em po, proteina de soro concentrada, proteina de soro de
leite isolada, entre outros produtos, com alto valor biologico, e assim, agregar valor
qguando usadas em produtos alimenticios devido ao seu status GRAS (Geral reconhecido
como Seguro) (DE CASTRO et al., 2017; ANTUNES, 2004).

O concentrado proteico do soro de leite € um ingrediente natural muito
utilizado no desenvolvimento de produtos alimenticios (DE CASTRO et al., 2017).0
concentrado proteico do soro de leite, popularmente conhecido como “whey protein” é
rico em aminodcidos essenciais, tais como triptofano, leucina, valina, isoleucina e
cisteina, que sdo agentes importantes no metabolismo, funcdo neural e homeostase
(PATEL, 2015). Além de ser um ingrediente alimenticio € um dos suplementos mais
consumidos por praticantes de atividade fisica com objetivo de aumentar ou recuperar a
massa muscular, pois sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas pelo
organismo.

O concentrado proteico do soro de leite pode ser classificados quanto ao
processo de obtencdo e quanto ao teor de proteinas. Quanto ao processo de obtencédo é
classificado em “soro doce”, ou seja, originado da coagulacdo do leite por acdo da
enzima renina em pH 6,6, no processo produtivo de queijo Cheddar, enquanto que, 0
“soro acido” ¢ obtido durante a producdo de queijos frescos como Cream Cheese,
Camembert e Petit Suisse, apos coagulacdo &cida do leite em pH 4,6 (ANTUNES,
2004). Quanto ao teor de proteinas, o concentrado proteico do soro de leite apresenta
percentuais de 35%, 50%, 65% e 80% e isolado proteico de soro, quando atingem teor
acima de 90% (ANTUNES, 2004). Comercialmente, a proteina do soro de leite
apresenta-se sob a forma em p6, em suplementos alimentares, como o concentrado
proteico de soro (CPS) e o isolado proteico de soro (IPS) e ainda, na forma de soro de
leite liquido e todas as formas disponiveis tém sido aplicadas no sistema de
microencapsulacdo de probioticos (REID et al., 2007; DOHERTY et al., 2011; GBASSI
etal., 2011).
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A producdo de microparticulas com proteinas do soro associadas a
polissacarideos, incluindo a pectina, tem sido estudada. Particulas de alginato e pectina
obtidas por gelificagdo i6nica foram revestidas com proteinas de soro de leite sem
desnaturacdo térmica para 0 encapsulamento e protecdo gastrica de micro-organismos
probidticos (GBASSI et al., 2011; GEREZ et al., 2012). Segundo Kailasapathy (2009),
probidticos microencapsulados que receberam sobrecamada proteica tiveram maior
viabilidade que as células livres e as células encapsuladas sem sobrecamada.



30

2.2 MANUSCRITO 1

Microencapsulacao de probidticos por gelificacdo ibnica externa utilizando pectina

Artigo publicado na Revista Ciéncia e Natura, volume 37, Edicdo Especial: Nano e
Microencapsulacdo de Compostos Bioativos e Probidticos em Alimentos,
Paginas 30 — 37, 2015.
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Resumo

O aumento da expectativa de vida mundial tem despertado o interesse dos consumidores por alimentos saudiveis,
impulsionando o desenvolvimento de alimentos funcionais contendo probidticos, dos quais destacam-se os
géneros, Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp e Enterococcus spp, conhecidos por realizar efeitos benéficos
1no célon. Diversas técnicas de microencapsulacio e materiais de revestimento tem sido exploradas, a gelificacdo
ibnica externa tem demonstrado ser vidvel na preservacio das culturas probiéticas. Polimeros naturais tem sido
estudados, como a pecting, matéria-prima que pode ser obtida a partir da extracio de residuos da indiistria citrica.
As pectinas sio classificadas de acordo com o seu grau de metoxilacio, o que influencia na sua capacidade de
hidratagdo e formagio de gel. Por ser um fibra dietética, a pecting atua como substrato para a microbiota do célon,
estimulando-a. Por estas caracteristicas, a utilizacio de pectina como material de revestimento de microparticulas
probidticas apresenta-se como uma alternativa para a realizacio de trabalhos que visem o estudo da producdo,
caracterizacio, viabilidade de microparticulas e das culturas in vitro. Esta revisio tem por objetivo apresentar a
microencapsulacio de probidticos através do método de gelificacdo idnica externa, assim como abordar os materiais
de revestimento de microcipsulas, com énfase na utilizacio de pectina.

Palavras-chave: Probidticos. Microencapsulagio. Pectina. Gelificagio idnica externa.

Abstract

The increase in global life expectancy has aroused the interest of consumers for healthy food, driving the development
of functional foods containing probiotics, of which stand out genera, Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp
and Enterococcus spp. known to carry beneficial effects in the colon. Various microencapsulation techniques
and coating materials have been explored, the external ionic gelation has proved to be viable preservation of the
probiotics cultures. Natural polymers have been studied, such as pectin, raw material can be obtained from the
citrus industry waste extraction. Pectins are classified according to their degree of methoxylation, which influences
its hydration capacity and gel formation. As a dietary fiber, pectin acts as a substrate for the microflora of the colon,
stimulating it. For these characteristics, the use of pectin as a coating material microparticles probiotic is presented
as an alternative for carrying out works aimed to study the production, characterization, and Microparticles
feasibility of in vitro cultures. This review aims to present microencapsulation of probiotics through external ionic
gelation method, as well as address the microcapsules coating materials, with emphasis on the use of pectin.

Keywords: Probiotics. Microencapsulation. Pectin. External ionic gelation.
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e probidticos em alimentos, 2015, p. 30 — 37

1 Introducao

Os alimentos funcionais tem apresentado um consu-
mo crescente por parte de consumidores preocupados
com a qualidade de vida e em manter a satide, uma
vez que estes alimentos apresentam beneficios clinicos
comprovados a satide humana (SINGH et al., 2011). A
exemplo disso, os alimentos probidticos sdo os maiores
responsaveis pela expansao deste mercado. No entan-
to, um dos fatores limitantes da adicao de micro-or-
ganismos probioticos em uma ampla diversidade de
alimentos, consiste na sua viabilidade, ou seja, resistir
as condigdes intrinsecas e extrinsecas ao qua] serao ex-
postos, principalmente na forma livre, sem a prote¢do
de microcapsulas. No intuito de ampliar as inovacdes
na industria de alimentos funcionais, as técnicas de
microencapsulacio visam desenvolver microcapsulas
constituidas de biopolimeros, geralmente polissacarideos,
proteinas, capazes de proteger estes micro-organismos
na matriz alimentar, durante a sua vida util, assim como
resistir as condicbes gastricas, e assim chegar viaveis
ao intestino grosso onde proporcionardo beneficios ao
consumidor. A técnica de gelificacdo idnica externa por
ser um método brando, nao confere riscos a viabilidade
microbiana, sendo assim um método bastante utilizado
para microencapsular culturas probidticas. A pectina é
um polimero natural que pode ser obtida a partir da
extracao de residuos da industria citrica e do bagaco da
maca. Suas caracteristicas eletrostaticas e boa capacidade
para formar geis conferem a pectina 6timas propriedades
para ser utilizada como material de revestimento para
formacao de microcapsulas probidticas.

2 Probioticos

Os probidticos sio definidos pela Or-
ganizacdo Mundial de Sauade (OMS)
como organismo vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios para a
satde do hospedeiro, melhorando o equilibrio da flora
microbiana (FAO /WHO, 2002). Neste sentido, os estu-
dos com probidticos tem demonstrado bons resultados
no tratamento de desordens intestinais e no sistema
imunitario devido a fatores antagonicos que resultam no
aumento da resisténcia contra patogenos (BURGAIN et
al., 2011). Deste modo, a utilizagao de micro-organismos
probioticos estimulam a multiplicacao das bactérias be-
néficas refor¢cando os mecanismos naturais de defesa do
hospedeiro em relacao ao desenvolvimento de bactérias
prejudiciais no intestino grosso (SAAD, 2006).

O trato gastrointestinal hospeda grande quan-
tidade e diversidade de espécies de bactérias dentre as
que colonizam o organismo humano. No estomago e
no intestino delgado o ambiente ¢ desfavoravel para
a colonizacdo e proliferacio bacteriana, devido ao pe-
ristaltismo intenso nesta porc¢do do intestino, além da

acao bactericida do suco gastrico, da bile e da secrecao
pancreatica (STEFE et al., 2008). Estima-se que a popu-
lagao microbiana do célon seja de 10™ a 10 micro-orga-
nismos por grama de conteudo luminal, entretanto estes
numeros podem variar entre os individuos, assim como
esta populagdo pode sofrer alteragdes devido a fatores
endogenos e exdgenos, como mudangas alimentares,
estresse e uso de antibacterianos (STEFE et al., 2008).

No Brasil, a recomendacao mais recente para
alimentos funcionais contendo probioticos, baseia-se
na quantidade diaria consumida de micro-organismos
vidveis, ou seja, no minimo 10%a 10° UFC/dia™ (BRASIL,
2008).

De acordo com Agrawal e colaboradores (2005) os pro-
dutos probidticos representam em média 65% do merca-
do mundial de alimentos funcionais e a tendéncia é a
expansdo deste mercado de produtos probidticos. A
maioria dos alimentos probidticos atuais foram desen-
volvidos na area de produtos lacteos, como iogurtes,
queijos e sobremesas lacteas e algumas pesquisas no
desenvolvimento de outros produtos como chocolates,
cereais e sucos (ANAL; SINGH, 2007). Assim destaca-se
anecessidade de aplicagdes destes micro-organismos em
outras matrizes alimentares a fim de aumentar as opcoes
para o publico consumidor (BURGAIN et al,, 2011). No
entanto, é relevante a viabilidade das cepas probiéticas
até o seu local de acdo, para usufruir os seus efeitos
benéficos (BURGAIN et al.,, 2011). Os probiodticos em
geral, e algumas estirpes em particular, tém uma baixa
resisténcia a diferentes condi¢Oes ambientais, tais como
o oxigénio, luz, pH ou temperatura (MUKA[—CORREA,
2008; MARTIN et al., 2015).

Os micro-organismos probiéticos devem atender a
requisitos basicos para assim ser classificados, entre eles:
a bactéria deve pertencer a um género de origem huma-
na, apresentar resisténcia ao ambiente dcido estomacal,
a bile e as enzimas pancreaticas; apresentar adesdo as
células da mucosa intestinal; apresentar capacidade de
colonizac¢ao no intestino grosso; produzir substancias
antimicrobianas contra as bactérias patogénicas e ser
metabolicamente ativo no intestino (STEFE et al., 2008;
SAAD et al., 2011).

2.1 Géneros probidticos

As culturas probioticas de Lactobacillus, Bifidobacterium
e Saccharomyces sao consideradas GRAS (generally recog-
nized as safe) e a literatura apresenta estudos relevantes,
principalmente com os representantes dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium (STEFE et al., 2008; SAAD
et al,, 2011). Dentre as culturas probioticas utilizadas
em produtos comerciais, com propriedades e efeitos
funcionais reconhecidos por meio de estudos clinicos
registrados, incluem-se: Lactobacillus casei Shirota, L.
johnsonii Lal, L. rhamnosus GG (ATCC 53103), L. rhamnosus
HNOO01, L. acidophilus La-5, L. acidophilus NCFB 1478, L.
reuteri ATCC 55730, L.casei DN-114001, Bifidobacterium
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antmalis Bb12, B. animalis DN173 010, B. animalis subsp.
lactis HNO19, B. infantis 35264 e Saccharomyces cerevisae
(boulardii) (STEFE et al., 2008; SAAD et al,, 2011).

3 Mecanismo de acdo de bactérias probio-
ticas

O mecanismo de acdo de bactérias probioticas ainda
nao sao totalmente conhecidos, entretanto, ha evidéncias
de que 0s micro-organismos probi6ticos tém o potencial
para ser benéficos a satide humana (WEICHSELBAUM,
2009).

Os probidticos desempenham um papel terapéutico,
através da modulagdo da imunidade, baixando colesterol,
melhorando a tolerancia a lactose e prevenindo alguns
tipos de cancer (KAILASAPATHY; CHIN, 2000).

Segundo a literatura, os efeitos dos probidticos po-
dem ser classificados em modos de acao: o primeiro esta
relacionado com a modulagao das defesas do hospedeiro
que é provavelmente muito importante para a prevencao
e tratamento de doencas infecciosas, e também para o
tratamento de inflamacdo intestinal (STEFE et al., 2008;
COLLADO et al., 2009). As principais células alvo sdo
geralmente as do epitélio e o sistema imunitario asso-
ciado as células intestinais. Por fim, a interacao entre
probidticos e de acolhimento do imunitario células de
adesdo pode ser a cascata de sinalizacdo de disparo
levando a modulacdo imune (CORTHESY et al., 2007).

O segundo mecanismo de agdo pode ser descrito
por um efeito direto sobre outros micro-organismos
que podem ser comensais ou patogénicos. Neste caso,
o tratamento consiste no restabelecimento do equilibrio
microbiano no intestino. Os probiodticos tém a capacidade
de ser competitivos com agentes patogénicos e, portanto,
permitem que estes se alojem e tentem aderir nas células
do intestino (STEFE et al., 2008; TUOMOLA et al., 1999).

Apesar dos mecanismos de acdo dos micro-orga-
nismos probioticos nao ser totalmente conhecidos, os
aqui apresentados sdo comumente citados na literatura
cientifica (OELSCHLAEGER, 2010).

4 Simbioticos

O termo simbidtico, em resumo, consiste em uma
combinacao de efeitos positivos causados por probioticos
e prebioticos. Os produtos funcionais disponiveis no
mercado que apresentam influéncia benéfica a microflora
intestinal sdo geralmente compostos por probiéticos e/
ou prebidticos ou simbioticos quando existir a presenca
dos dois (STEFE et al., 2008).

Os probidticos ja foram apresentados na segao an-
terior, ja os prebidticos podem ser definidos como “in-
gredientes alimentares ndo digeriveis” ou “carboidratos
ndo digeriveis” que, quando consumido em quantidades
suficientes, estimulam seletivamente o crescimento e/fou

atividade de um ou mais micro-organismos no célon,
resultando em beneficios para a satude do hospedeiro.
Os prebiodticos tém potencial para melhorar a viabilidade
do probidtico e sua vitalidade, assegurando a sua sobre-
vivéncia no trato gastrointestinal e posterior fixacdo e
crescimento no intestino (BURGAIN et al., 2011).

Os prebidticos mais utilizados sdo inulina e fruto-o-
ligossacarideos (FOS) os quais sao considerados fibras
soltiveis e fermentaveis, as quais ndo sao digeriveis pela
alfa-amilase e por enzimas hidroliticas (sacarase, maltase
e isomaltase) na porcio superior do trato gastrintestinal,
e consequentemente devido & sua resisténcia contra o
acido gastrico e as enzimas pancreaticas (SAAD et al.,
2011). Estas caracteristicas as tornam prebidticas por nao
serem absorvidas no intestino delgado, penetrando no
intestino grosso e servindo de substrato para as bactérias
intestinais e probioticas adicionadas (SAAD et al., 2011).

No Brasil, a legislacdo recomenda parametros base-
ados na ingestdo diaria de micro-organismos viaveis e
de inulina e FOS que devem ser ingeridos, sendo 10° a
10° UFC/dia™ para probidticos e de FOS e inulina de 3g para
alimentos sdlidos e 1,5g para alimentos liquidos (ANVISA,
2008).

Desse modo, o conceito de simbidtico pode ser defi-
nido como “uma mistura de probidticos e prebidticos”
que atuam em sinergismo, afetando beneficamente o
hospedeiro.

5 Microencapsulacdo de probioticos

A microencapsulacdo é uma tecnologia que tem sido
desenvolvida e aplicada no meio cientifico e na indus-
tria de alimentos com a fun¢do de proteger as culturas
probidticas e permitir a sua liberacdo controlada, pois a
viabilidade destes micro-organismos € importante para
que estes atinjam o local de acao especifico e promovam
0s beneficios sobre a saude do consumidor (BURGAIN
e al, 2011). A liberacdo do material encapsulado pode
ocorrer por ruptura mecanica, temperatura, pH ou
solubilidade do meio, biodegradacao ou por difusao
(MUKAI-CORREA, 2008). Em sintese, a encapsulacio
de materiais bioativos é um processo fisico-quimico ou
mecdnico que consiste em aprisionar essa substancia em
um polimero ou capsula, a fim de produzir particulas com
diametro de poucos nanémetros a alguns milimetros (BUR-
GAIN e al, 2011).

As caracteristicas ideais de apresentacdo de um pro-
bidtico microencapsulado, de acordo com a literatura,
seria na forma de um po seco, de facil armazenamento
e com uma extensa vida de prateleira ou entdo, um gel
umido com estabilidade a longo prazo (BURGAIN et
al, 2011; SIMEONI et al., 2014).

A microencapsulacao de bactérias probidticas fornece
uma barreira fisica para resistir a condi¢ées ambientais
diversas, uma vez que muitos trabalhos apontam que
é reduzida a sobrevivéncia destas bactérias quando
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inoculadas livres nas matrizes em estudo (KAILASA-
PATHY, 2009).

5.1 Métodos de microencapsulacdo

As técnicas de encapsulacdo presentes na literatura
permitem encapsular ingredientes alimenticios, com-
postos bioatives, farmacos, no entanto, a escolha do
método deve ser planaejada de acordo com a finalidade
da microcapsula, com as propriedades fisico-quimicas
do material de revestimento e do material de recheio,
assim como o tamanho e o mecanismo de liberagao deste
composto (JACKSON; LEE, 1991). As metodologias mais
usuais envolvem as técnicas de spray drying (secagem
por atomizacdo), spray cooling (secagem a frio), gelifica-
¢aoidnica (interna ou externa), liofilizacao, coacervacao
simples e complexa (BURGAIN et al., 2011; SIMEONI
etal., 2014).

5.1.1 Gelificacdo ionica externa interacio eletrosta-
tica

A técnica de gelificagdo idnica ou extrusdo € um
processo fisico para a microencapsulacio de bactérias
probioticas em polimeros, como alginato, pectina e car-
ragena. Este método consiste em lancar o material, ou
seja, uma solugdo contendo o polimero e, neste caso, a
cultura probiética, através de um bocal de alta pressao,
que ira gotejar em uma solugao contendo cloreto de célcio
(CaCl,, para que ocorra a solidificagao por gelatinizagao
idnica. Nesse processo, o calcio difunde-se para o interior
das gotas do polimero (LIU et al., 2002). Assim, quando
duas solugdes de macromoléculas com cargas opostas
sdo misturadas, pode-se dizer que estes complexos de
polieletrélitos formados sdo resultado de interacdes
eletrostaticas entre os dois ions (YAO et al., 1997).

A gelificacdo iénica ndo causa danos &s células bac-
terianas, conferindo maior viabilidade aos micro-or-
ganismos microencapsulados quando comparados a
micro-organismos livres. E uma técnica simples, de
baixo custo, mas possui um fator limitante, sua dificil
aplicagdo em escala industrial, devido a formacdo das
microcapsulas ser muito lenta (KRASAEKOOP, BHAN-
DARIL DEETH, 2003). Capsulas de alginato ou pectina
de baixo teor de metoxilacao sao muito utilizadas como
material de revestimento por esta técnica, sendo os fons
célcio o agente de reticulagdo mais utilizado (MUKAI-
CORREA, 2008).

Ventura et al (2015) misturou solucdes de pectina e
quitosana em faixas de pH de 3 a 6, pois formam com-
plexo polieletroliticos, uma vez que a pectina é carregada
negativamente e a quitosana carregado positivamente
(VENTURA et al, 2015). A Figura 1, ilustra a técnica de
microencapsulagdo pelo método de gelificacdo iénica.

Mix:
Alginate and probiotic cells

v

Liquid core )
Alginate

Microbial cells

CaCla

Calcium-Alginate beads _
(@) (encapsulated bacteria)

Figura 1 - Representacdo esquematica do
procedimento de gelificacdo idnica
Fonte: BURGAIN et al., 2011

5.2 Materiais de revestimento de células pro-
bioticas

A expansdo do mercado consumidor de alimentos funcio-
nais contendo micro-organismos probidticos tem impulsiona-
do as pesquisas nessa area com o desafio de microencapsular
essas culturas através de distintas técnicas e com diferentes
materiais de revestimento, bem como, manter essas culturas
vidveis nas matrizes alimentares e durante o seu @shelf-lif
para entdo os consumidores usufruirem dos beneficios a
saude (BURGAIN et al, 2011).

Existem hidrocoloides industrialmente importantes para
uso na produgdo de particulas de gel, a partir de plantas,
como amido resistente, pectina e celulose; de algas, como
alginato, agar e carragena; de animais, como gelatina (BUREY
etal., 2008). Os hidrocoldides sdo polimeros hidrofilicos
que geralmente contém muitos grupos hidroxilas e po-
dem ser polieletrélitos (BUREY et al., 2008). Em fun¢ao
das origens destes polimeros, naturais ou sintéticos,
muitos estdo naturalmente presentes nos alimentos ou
podem ser adicionados para controlar as propriedades
funcionais dos materiais (BUREY et al., 2008).

O amido resistente ndo é digerido pelas enzimas
pancreaticas (amilases) no intestino delgado, chegando
ao colon, onde vai ser fermentado (ANAL; SINGH, 2007).
Em funcdo da sua funcionalidade prebidtica, o amido
resistente pode ser usado pelos micro-organismos pro-
bidticos no intestino grosso e ainda, outra caracteristica
relevante deste revestimento, é que o amido resistente
apresenta uma superficie ideal, compostas pelos granu-
los de amido, para a aderéncia das células probicticas
(ANAL; SINGH, 2007). Em func¢io do baixo custo e alta
disponibilidade, o amido tem sido bastante estudado
misturado com outras substancias para melhorar suas
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caracteristicas (ROSENTHAL et al., 2008).

Enquanto que, o alginato é um carboidrato extraido de
algas (Macrocystispyrifera), inodoro, insipido, bastante hi-
drossoldvel a temperatura de 70°C, formando uma solucdo
coloidal viscosa (ROSENTHAL et al., 2008). O alginato
possui habilidade para a formagdo de géis fortes pela reacdo
de reticulagdo com o caélcio, quando utiliza-se cloreto de calcio
(CaCl,), assim melhorando as propriedades do revestimento
(ROSENTHAL et al., 2008). O alginato de calcio € um
dos polimeros preferidos para a encapsulacdo de probioticos
devido a sua simplicidade, baixo custo, ndo-toxicidade e
biocompatibilidade e (BURGAIN et al., 2011).

A fim de avaliar o comportamento de outros mate-
riais de revestimento de probioticos, Laurenti e Garcia
(2013) encapsularam o probidtico Saccharomyces cerevisiae
pelo método de imobilizacdo em cubos de agar-agar,
em diferentes gomas comerciais e mucilagens, com o
objetivo de proporcionar liberacdo controlada do mi-
cro-organismo durante a simulagdo gastrointestinal in
vitro. Foram utilizados os seguintes materiais encapsu-
lantes: dgar-agar, alginato, iota-carragena, goma arabica,
taro, inhame, linhaca e quiabo (LAURENTIL; GARCIA;
2013). Durante a simulacao, foi realizada a contagem
da levedura liberada das diferentes matrizes e a viabi-
lidade do probiotico ndo encapsulado. Os tratamentos
apresentaram a seguinte ordem crescente de liberacao
da levedura: quiabo < linhaca < alginato < inhame <
goma arabica < iota-carragena < agar-agar < taro. Todos
os materiais encapsulantes conferiram protecao fisica a
levedura, no entanto, a mucilagem de quiabo demons-
trou ser um material encapsulante alternativo natural
mais eficiente do que as gomas comumente usadas no
mercado (LAURENTIL GARCIA; 2013).

A combina¢io de polimeros também esta presente
na literatura como alternativas para melhorar as carac-
teristicas dos filmes para microencapsular compostos
bioativos. Um exemplo, é a mistura de alginato e quito-
sana, formando um complexo por interagao eletrostatica,
onde a quitosana é considerada uma matriz de liberacao
controlada, uma vez que forma gel em pH baixo, atra-
sando a liberacdo do composto bioativo (ROSENTHAL
etal., 2008).

A gelatina é uma proteina que pode ser obtida a
partir da hidrolise enzimatica do colageno; apresenta
grande permeabilidade ao vapor de agua por possuir
carater hidrofilico. Quando preparada com glicerina ou
sorbitol, resulta em um revestimento flexivel, resistente
e impermeavel ao oxigénio (ROSENTHAL et al., 2008).

Os materiais hidrocoldides naturais tem apresen-
tado um crescente interesse por uma grande parte de
pesquisadores, em func¢ao da formacao de particulas de
gel encapsuladas e o controle de textura no interior dos
alimentos, produtos farmacéuticos, probidticos, médicos,
e cosmeéticos (BUREY et al., 2008).

5.2.1 Pectina
5.2.1.1 Definicao

As pectinas consistem em complexos de polissaca-
rideos estruturais presentes em varios tecidos vegetais,
apresentam carater hidrofilico, devido a presenca de
grupos polares, e por isso, tem a propriedade de envolver
grande quantidade de dgua, produzindo uma solucao
viscosa. I amplamente utilizada na industria de alimen-
tos, principalmente devido sua capacidade de formar
géis, e ainda sdo utilizadas como agentes espessantes,
texturizantes, emulsificantes ou estabilizantes.

Naturalmente, a pectina esta associada a celulose,
hemicelulose e lignina, sendo designada enquanto nesta
forma de protopectina, podendo ser obtida comercial-
mente por extragao aquosa de material péctico da maioria
dos frutos citricos e em macas (BOBBLO; BOBBIO, 2001;
MUKAI-CORREA, 2008; CANTERI et al., 2012). A im-
portancia da pectina na tecnologia e no processamento
de alimentos esta associada a sua funcio de conferir
firmeza, retencao de sabor e aroma, bem como a sua
fungdo como hidrocoldide na dispersdo e estabilizacdo
de diversas emulsoes (PAIVA et al., 2009). A formacado
de gel € a principal caracteristica funcional da pectina
e depende essencialmente das caracteristicas do meio:
pH, teores de solidos soluveis e cations divalentes, além
de depender dos niveis de pectinas e do seu grau de
metoxilacao (PAIVA et al., 2009).

5.2.1.2 Estrutura quimica, caracteristicas e interagoes
da pectina

A pectina é um polissacarideo com cerca de 150 a 500
unidades de acidos galacturonicos (Figura 2) parcialmente
estereficados com grupos metoxilicos, unidos por ligagoes
glicosidicas a- 1,4 (KOBLITZ, 2010; MUZZARELLI etal.,
2012; COELHO, 2008) que formam cadeias lineares inter-
rompidas pela presenca do agticar ramnose a intervalos
periédicos, sendo normalmente classificada dﬁe acordo
com seu grau de esterificacao (MUKAI-CORREA, 2008;
MUZZARELLI et al., 2012). Usualmente sao classificadas
em pectinas de baixo e alto teor de esterificacao, onde o
grau de esterificagdo é a porcentagem de acidos galac-
turénicos que sdo metilesterificados (MUKALCORREA,
2008; MUZZARELLI et al., 2012), ou seja, a razdo entre
o acido galacturénico esterificado e ndo esterificado ira
determinar o comportamento da pectina nas aplicacoes
alimentares (MUZZARELLI et al., 2012). Os metil ésteres
formados ocupam um espaco similar, mas sdo mais hi-
drofdbicos e consequentemente tém um efeito diferente
na estruturacao da agua. A pectina é um poliacido e
seu pkA € de cerca de 2,9, apresentando pouca carga
negativa em pH baixo e alta em pHs elevados, possui
boa solubilidade, no entanto, necessita ser dispersa em
dgua aquecida com temperatura acima de 60°C (MUKALI-
CORREA, 2008).
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A associa¢ao da pectina (polidnion) com um polica-
tion forma produtos insoliveis. Geralmente, as pectinas
nao possuem estruturas exatas, a molécula ndo adota
uma conformacao reta em solu¢io, mas ocorre de forma
estendida e flexivel.

A gelificacdo da pectina de baixo teor de metilacdo
(BTM), quando a pectina contém 50% ou menos dos seus
grupos carboxilicos esterificados, ocorre por meio da
formacdo de ligacGes entre ions carboxilicos da pectina
e jons bivalentes, geralmente calcio ou outro metal bi
ou trivalente, ou tetravalentes para alto teor, que atuam
como ligantes entre as cadeias de pectina e ficardo ligados
covalentemente a grupos OH (BOBBIO; BOBBIO, 2001;
KOBLITZ, 2010; CANTERI et al., 2012). Elas envolvem
ligagdes quelantes intermoleculares do cation, induzindo
a formacdo de macromoléculas agregadas.

A formacdo da rede de gel com ions calcio, segue o
modelo denominado “eggbox”, ou seja, o modelo da
caixa de ovos, sugerido da mesma forma que os géis
de alginato. Os géis sdo geralmente formados em con-
centracdes maiores que 1% e a proporcao de calcio mais
adotada, seguindo alguns autores, é de 0,1 a 0,5% do peso
do gel, sendo essa formacao prejudicada na presenca de
pH muito acido. Os géis formados sao termoreversiveis,
entre pH 3,0 e 4,0. Essa reducdo pode ocorrer porque
dois grupos carboxilados sdo associados a agua antes
dos fons calcio formarem as ligagdes salinas, fazendo a
zona de juncdo. A forca do gel aumenta a medida que
eleva-se a concentracao de calcio, mas é reduzida com
o aumento da temperatura e da acidez (pH=<3).

As pectinas de baixo teor de metoxilacao também
gelificam na auséncia de calcio pela formacao de as-
sociacoes entre cadeias em baixa temperatura (~10°C)
para formarem geis transparentes. As composi¢Oes e
propriedades das pectinas variam com a matéria-pri-
ma utilizada nos processos de extracdo e tratamentos
realizados (MUKAI-CORREA, 2008).

As caracteristicas eletrostaticas e a formacao de géis
conferem a pectina 6timas propriedades para ser utili-
zada como material de revestimento para formacgao de
microcapsulas. Alguns aspectos funcionais da pectina
ligados a satude tém sido estudados e indicam que ela
é hidrolizada no trato gastrointestinal, produzindo
substancias ndo caléricas, interagindo com o colesterol
na regulagcao da homeostase do colesterol hepatico e
no metabolismo de lipoproteinas (MUZZARELLI et
al.,, 2012).
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Figura 2 - Estrutura geral da pectina
Fonte: BOBBIO, 1989

5.2.1.3 Propriedades fisicas e mecanismos de forma-
cdo de géis

As propriedades fisicas das substancias pécticas sdo
atribuidas principalmente a sua estrutura e composicao
quimica. Neste sentido o grau de metoxilagdo da pec-
tina e os grupos carboxilas livres (ions carboxilatos)
contribuem para o mecanismo de geleificacdo, sendo
a relacao [COOCHS3:COO-] o principal indicador das
suas propriedades funcionais (BOBBIO; BOBBIO, 2001;
PAIVA etal., 2009). Géis de pectina originam-se através
da formacao de ligacoes cruzadas que formam uma rede
cristalina tridimensional onde as moléculas de dgua
e o0s co-solutos ficam presos em maxima coalescéncia
(BOBBIO; BOBBIO, 2001; PAIVA et al., 2009). Apesar da
relevancia deste tépico pouco se conhece da estrutura
quimica das pectinas nos diferentes vegetais. Na pectina
de alta metoxilacdo, as zonas de juncdo sdo formadas
por ligacdes cruzadas do acido galacturénico por pon-
tes de hidrogénio e for¢as hidrofébicas entre os grupos
metil(KOBLITZ, 2010). O abaixamento do pH (2,2 a 3,0)
e a elevada concentracao de acticares (> 60%) facilita este
processo, e induz a redugdo da solvatacdo da pectina,
aumentando a interacdo entre as suas moléculas (PAI-
VA etal., 2009). Os grupos carboxilas, particularmente,
influenciam na viscosidade e coesividade da solugio de
pectina, o que por sua vez, depende do grau de esterifi-
ca¢do por grupamentos metil deste polimero. Em solugao
de pectina totalmente esterificada nio sio observadas
mudangas significativas com alteracoes no pH, portan-
to a medida que o grau de metoxilacao ¢ reduzido a
viscosidade torna-se cada vez mais dependente do pH.
Aparentemente, os grupamentos carboxilas da pectina
de alta metoxila¢do se ionizam com o aumento do pH.
Essa mudanca é resultado da repulsdo eletrostatica entre
as cadeias causando maiores interagoes intermoleculares
0 que ocasiona aumento na viscosidade e coalescéncia.
Por outro lado, em pectina de baixa metoxilagdo e em
acidos pécticos a associacdo entre as moléculas ocorre
quando o pH esta muito abaixo de 4,0, proporcionando
também incremento na viscosidade (PAIVA et al., 2009).
Outro importante fator que controla a viscosidade e a
geleificacdo, e por conseguinte, a solubilidade das pecti-
nas, € o seu peso molecular, que varia entre 30.000-70.000
kDa em pectina de frutos citricos (PAIVA et al,, 2009).
A solubilidade é um pardmetro fortemente influen-
ciado pelas propriedades fisico-quimicas da pectina,
de modo, esta tende a aumentar com o incremento do
grau de metoxilacao e com a reducao do peso molecular
da pectina (KOBLITZ, 2010; PAIVA et al., 2009). Estas
caracteristicas direcionam aplica¢des industriais e tec-
nologicas diferenciadas. Os niveis de pectinas também
sdo um fator importante, sendo necessdria sua presenca
em pelo menos 0,1-1% para que a geleificacdo ocorra,
visto que em quantidades reduzidas, geis frageis podem
ser formados (PAIVA et al., 2009). Por outro lado, em
pectinas de baixa metoxilagao, a formacao do gel envolve
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ligagbes simultaneas entre ions de calcio com grupos
carboxilas livres (carboxilatos) formando também uma
rede cristalina (BOBBIO; BOBBIO, 2001; PAIVA et al,,
2009). As propriedades fisicas das moléculas de pectina
as tornam um ingrediente importante e bastante utilizado
pela industria alimenticia para aumentar a viscosidade
de solugdes, e principalmente assumindo papel de hi-
drocoldide na funcao de dispersante e estabilizante de
diversas emulsdes de carboidratos e de proteinas em
formulacées e alimentos naturais (PAIVA et al., 2009).

5.2.1.4 Fontes

As fontes industriais mais importantes de pectinas
sao bagaco de macd e a casca de frutas citricas, no en-
tanto, outras pectinas podem ser produzidas para fins
especificos, como por exemplo pectina de beterraba que
possui propriedade emulsionante (PAIVA et al., 2009;
MUZZARELLI et al., 2012).

5.2.1.5 Aplicagdes

A pectina industrial promove aumento da viscosi-
dade, atua como coloide estabilizante e protetor de ali-
mentos e bebidas, enquanto que devido aos seus efeitos
farmacologicos, integra o grupo dos polissacarideos
ndo amilaceos, das fibras dietéticas, juntamente com as
hemiceluloses, gomas, beta-glucanas (CANTERI et al.,
2012). Estudos recentes comprovaram que a pectina pode
promover satide por meio da reducdo do mau colesterol
(LDL) sem alterar o bom colesterol (HDL).

Além do amplo emprego industrial nas areas de
alimentos, farmacéutica e cosmética, a pectina vem
sendo utilizada para remover metais téxicos em solu-
¢hes aquosas e como agente floculante no tratamento
de efluentes, apresentando a vantagem de ser biodegra-
davel e atéxica ao meio ambiente e aos seres humanos
(YOKOI et al.,, 2002).

6. Conclusodes

A incorporacdo de probioticos em alimentos apre-
senta um grande desafio tecnoldgico, que consiste em
manter a viabilidade das bactérias durante as condicoes
de processamento e vida de prateleira do produto. Neste
sentido, mais pesquisas devem ser realizadas utilizando
a pectina como matriz de revestimento de microparti-
culas probioticas. Por ser uma matéria-prima de fdcil
aquisicao, com custo acessivel, seus estudos devem ser
muito bem elucidados para viabilizar a sua aplicacdo,
ja que € um biopolimero com ampla versatilidade e com
caracteristicas satisfatorias.

Ainda, no campo da microencapsulacao de probi-
oticos, estudos de formacgdo e caracterizagao de mi-
crocapsulas elaboradas com pectina devem ser mais
explorados, independente da técnica utilizada, assim

como, 0 estudo do tamanho e resisténcia da particula, a
sua complexacao com outros polimeros polissacaridicos
ou proteicos, a formacao de multicamadas de revesti-
mentos, a morfologia, a liberacdo in vitro, entre outros,
visto as suas caracteristicas tecnologicas de aplicacdo e
seus beneficios a saude.
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ABSTRACT: This study produced pectin microcapsules containing Lactobacillus acidophilus by external ionic gelation, followed by the
adsorption of whey protein and pectin to form multilavers. The viabilitv of free and microencapsulated lactobacilli was evaluated after in
vitro exposure to gastrointestinal conditions. They were also assessed by heat treatment, and stability was examined at -18 °C, 5 °C and 25
°C for 120 days. Exposure to different pHs, simulating passage through the gastrointestinal tract, showed that treatment of the microcapsul
with only pectin (LA/P0) and with one and two layers of whey protein (treatments LA/PI1 and LA/P3, respectively), were able to protect
Lactobacillus acidophilus , with microcapsules increasing the release of probiotics from the stomach into the intestines. Free cells showed a
decrease in their counts over the course of the simulated gastrointestinal system. Regarding heat treatments, microcapsules with a layer of
whey protein (LA/P1) maintained the viability of their encapsulated Lactobacillus acidophilus (9.57 log CFU/g’). The best storage viability
was at -18 °C, with a count of 7.86 log CFU/g"'at 120 days for microcapsule LA/P1,with those consisting of two lavers of whey protein (LA/P3)
having a 6.55 log CFU/g" at 105 days. This study indicated that external ionic gelation was effective and could be used for the production of
pectin microcapsules, with multilayer whey protein promoting greater protection and viability of Lactebacillus acidophilus.

Key words: pectin, whey protein concentrate, external ionic gelation.

Melhoramento da viabilidade de probidticos (Lactobacillus acidophilus)
por encapsulacio em multicamadas

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi produzir microcdpsulas de pectina, contendo Lactobacillus acidophilus por gelificagdo ionica
externa, seguida da adsorgdo de proteina de soro de leite e multicamadas formadoras de pectina. Além disso, a viabilidade de lactobacilos
livres e microencapsulados, apos exposi¢do in vitro a condigdes gastrintestinais, foi avaliada apds simulacdo de tratamentos térmicos e,
finalmente, estabilidade a -18 "C, 5 °C e 25 °C durante 120 dias de armazenamento. A exposicdo a diferentes pHs, simulando a passagem
pelo trato gastrointestinal, mostrou que os tratamentos das microcdpsulas com apenas pectina (LA/P0) e com wma e duas camadas proteina
do soro (tratamentos LA/PI e LA/P3, respecti te), foram c de proteger o Lactobacillus acidophilus , enquanto as microcdp
aumentaram a liberacdo de probidtices do estomago para o intestino. As células livres diminuiram suas contagens no curso do sistema. Em
relacdo aos tratamentos térmicos aplicados, pode-se afirmar que a microcdpsula com uma camada de proteina do soro (LA/PI) resistiu e
manteve a viabilidade de Lactobacillus acidophilus (9.57 log CFU/ g'). A melhor viabilidade foi obtida no armazenamento a -18 ° C, com uma
contagem de 7,86 log CFU / g’ para essa mesma microcapsula (LA/PI) no final do armazenamento (120 dias) e 6,55 log CFU / g’ para as
microcapsulas com duas camadas de proteina do soro (LA/P3) por 105 dias. Este estudo indica que a gelificacdo iénica externa ¢ eficaz e pode
ser usada para a produgdo de microcdpsulas de pectina com multicamadas de proteina de soro para promover maior protegdo e viabilidade
ao Lactobacillus acidophilus.

Palavras-chave: pectina, concentrado proteico do soro de leite, gelificacio iénica externa.
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INTRODUCTION administered in adequate amounts (WORLD

GASTROENTEROLOGY ORGANISATION, 2011).

Over the years, the term probiotic
has undergone some changes in its concept, and
today, it is defined as living microorganisms
that confer benefit to the health of the host when

T

Among the most important probiotics are lactic acid
bacteria, such as Lactobacillus acidophilus, due to

their beneficial effect on the gastrointestinal tract
(ANAL & SINGH, 2007).
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The viability of probiotics is very
important, since they must be alive at the site of action
in order to provide health benefits (CHAMPAGNE et
al., 2011). However, studies reported that the survival
of free probiotic cells in food is low (DE VOS et al.,
2010), and they require a physical barrier, resistant
to the adverse conditions in the gastrointestinal
environment (KAILASAPATHY, 2009).

External ionic gelation forms porous gel
particles from a polymer solution containing the
probiotic, in the presence of a constantly stirred ionic
solution (ECTHEPARE et al., 2016). Electrostatic
interactions occur between biopolymers loaded with
opposite charges (KRASAEKOOPT et al., 2004). The
interaction of biopolymers depends on factors such as
polysaccharide-protein relations, pH, ionic strength
and polyelectrolyte concentration (SALMINEN &
WEISS, 2014). Many natural polymers have been
studied, such as pectin, a raw material that can be
obtained commercially or extracted from citrus
industry waste. Pectin can form complexes with other
polymers, due to its load balance, which is positive at
high pHs and negative at low pHs. As a result, pectin
has been associated with other polymers, and evaluated
as a coating material by the pharmaceutical and food
industries. Because of its functional characteristics,
pectin is also considered to be a prebiotic.

Whey protein concentrate is a residual
liquid obtained during the coagulation of milk
for the production of cheese or casein. It is an
important by-product because of its nutritional
value, containing high levels of essential amino
acids, calcium and bioactive peptides (SOORO
INGREDIENTES, 2014). Whey proteins have been
used in the microencapsulation of probiotics, since
they have functional and technological advantages,
mainly from their ability to form gels (PICOT &
LACROIX, 2004; REID, 2008; DOHERTY et al.,
2011; GBASSI et al., 2011).

Reports have proposed multilayer coating
with proteins as an alternative process, to eliminate
porosity, protect microencapsulated compounds and
reduce the size of the microparticle obtained by external
ionic gelation; however, further studies involving
protein multilayer particles and probiotic cultures are
required (SOUZA et al., 2012; LIU et al.,, 2017).

This study produced and characterized
pectin microcapsules with multilayers in order to
immobilize Lactobacillus acidophilus. Survival of
the bacteria in the microcapsules was assessed by
passage through a simulated gastrointestinal tract,
heat treatments, and storage for 120 days under
different temperature conditions.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Lactobacillus  acidophilus LA02 AF
(Probiotical S.p.A., Novara, Italy), low methoxylation
citrus pectin (CP Kelco, Limeira, Brazil),de Man,
Rogosa and Sharpe (MRS)broth (Himedia Curitiba,
Parand, Brazil), MRS agar (Himedia Curitiba, Parana,
Brazil),calcium chloride (Vetec, Rio de Janeiro,
Brazil), hydrochloric acid (Vetec, Rio de Janeiro,
Brazil), sodium bicarbonate (Vetec, Rio de Janeiro,
Brazil), whey protein concentrate (IMCD Brazil, Sdo
Paulo, Brazil), pepsin (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
MO, USA), pancreatin (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
MO, USA), and bovine bile salts (Sigma-Aldrich Co,
St. Louis, MO, USA).

Inoculum preparation

One g Lactobacillus acidophilus was
activated in 100 ml MRS broth for 15h at 37 °C.
Subsequently, the probiotic was centrifuged in a Hitachi
CR22GlIII (Tokyo, Japan) at 4670 x g for 15 min,
and then washed with 1 mL 0.85%NaCl. Cells were
suspended in saline to approximately 10 log CFU/g".

Production of pectin microcapsules by ionic gelation

The microcapsules were produced as
proposed by ECTHEPARE et al. (2016), with
modifications, in which a solution of 2% low
methoxylation pectin pH 4.0 was sprayed by a
double fluid atomizer measuring Imm in diameter,
at a distance 12 cm from the tip of the atomizer to
the 0.1 M calcium chloride solution. Velocity of the
compressed air was 0.555 mL/h and the pressure
was 0.688 Kgfiem?. Microcapsules formed were left
stirring for 30 minutes in the solution until complete
gelation had occurred, and were then filtered through
a 53 pm diameter steel mesh screen and washed with
sterile distilled water at pH 4.0.

Production of multilayer microcapsules

The methodology proposed by ANNAN
et al. (2008) was followed, with adaptations. The 2%
pectin microcapsules were transferred to solutions with
different concentrations of whey protein (2% and 0.5%)
and pectin (2% and 0.3%), according to the proposed
treatment and the number of layers, as described in
table 1. For each layer adsorption, the solution was
stirred at 500 rpm for 30 min. at room temperature.

Encapsulation efficiency
The encapsulation efficiency was determined

according to Equation (1) (DOHERTY et al., 2011):
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Table 1 - Composition of microcapsules with and without multilayers produced by external ionic gelation, encapsulation efficiency of

Lactobacillus acidophiius viable cells and mean diameter.

Type of Microparticle Treatment EE (%) Diameter d (D 4.5) (um)
LA/PO Pectin 2% 87.91 + 00.6* 477.6
LA/P1 Pectin 2% + whey protein concentrate 2% 72.50 +0.41° 236.0°
LA/P2 Pectin 2% + whey protein concentrate 2% + pectin 0.3% 62.61 +0,22° 223.0°
LA/P3 Pectin 2% + whey protein concentrate 2% + pectin 0.3% + whey 77.34 +0.09° 208.0°

protein concentrate 0.5%

Means and standard deviation with different letters within the same column were significantly different (P <0.05). LA = Lactobacillus

acidophilus encapsulated in type of microcapsule.

EE=N/NOx 100 (1)
where N = log CFU.g"' of the capsule, and NO = log
CFU.g'of the culture added to the capsule material.

Morphological characterization of microcapsules by
optical and scanning electron microscopy

The morphology of the particles was
assessed with an Axio Scope Aloptical microscope
(Carl  Zeiss, Oberkochen, Germany), and
microstructure of lyophilized microcapsules was
examined with a JSM scanning electron microscope
(SEM) (Jeol, Tokyo, Japan).

Mean diameter and size distribution of microcapsules
Measurements were taken using a

Mastersizer 2000 laser diffraction particle size analyzer

(Malvern Panalytical GmbH, Herrenberg, Germany).

Viable cell count

Samples were prepared as described by
SHEU & MARSHALL (1993) One g microcapsules
was added to 9 ml sterile phosphate buffer solution
(pH 7.5), and stirred at 500 rpm for 5 minutes at room
temperature. Subsequently, serial dilutions were
made, with depth plating and addition of MRS agar
overlay, in triplicate. Plates were incubation at 37 °C
for 72h in anaerobic jars, using an Oxoid anaerobic
generator (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Storage time survival analysis was performed
fortnightly for 120 days, with samples stored in sterile
collection bottles at -18 °C, 5 °C and 25 °C, according
to OLIVEIRA et al. (2007).

Evaluation of survival of L. acidophilus submitted to
simulated gastrointestinal conditions

The method of MADUREIRA et al. (2011)
was used, with modifications. The test consisted
of submitting microcapsules to changes in pH

&

and enzymes that simulated those reported in the
esophagus/stomach, duodenum and ileum. For the
esophagus/stomach simulation, microcapsules were
exposed to pepsin for 90 minutes, with the pH being
gradually reduced to 2.0 with hydrochloric acid. For
the duodenum simulation, pancreatin and bile salts
were used, and the pH adjusted to 5.0 for 20 minutes.
For the ileum simulation, the pH was adjusted to 6.5
with sodium bicarbonate, to which the microcapsules
were exposed for 90 minutes. At the end of each
simulated step, a viable cell count was performed, as
described above.

Survival of Lactobacillus acidophilus under
heat treatment

The methodology described by ZHANG
et al.(2015) was used,with modifications. Free and
microencapsulated Lactobacillus acidophilus were
submitted to heat treatments of 72 °C for 15 s and 63 °C
for 30 min., simulating the processes of fast and slow
pasteurization, respectively. One g microcapsule or
free probiotic was transferred to test tubes containing
9 mL peptone water. After the heat treatments in an
ultra-thermostat bath, test tubes were cooled in an
ice bath for 5—10 min., and viable cell counts were
performed as described above.

Viability of Lactobacillus acidophilus on storage at
different temperatures

Feasibility of storing free and
microencapsulated probiotics was assessed by viable
cell counts after 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 and 120
days at -18 °C, 5 °C and 25 °C.

Statistical analysis

Three replicates of the treatments were
performed and the measurements were taken in
triplicate. Subsequently, data were submitted to
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analysis of variance (ANOVA), and differences
between the means were verified by Tukey’s test
(p<0.05), using Statistic® 7.0. software (Stat soft,
Tulsa, OK, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Encapsulation efficiency and mean diameter of the
microcapsules

The LA/PO microcapsules showed the
highest encapsulation efficiency of 87.91% (Table 1);
and therefore, the largest average particle size when
compared to the other treatments. According to
CHEN et al. (2017), the larger the capsule size
the greater the amount of probiotics that will be
encapsulated. The highest encapsulation efficiency
was attributed to the fact that this treatment did
not prevent adsorbed layers; therefore, a greater
capacity for hydration and gel formation was
possible, since each time a layer was adsorbed there
was a reduction in encapsulation efficiency. By
contrast, LA/P1, LA/P2 and LA/P3 treatments had
particle compositions, whey protein concentrate and
pectin concentration in different proportions, hat
promoted a reduction in encapsulation efficiency.
CHEN et al. (2017) also observed a reduction in
encapsulation efficiency when using multilayer
microcapsules to encapsulate Bifidobacterium
bifidum BBO1, whereas GEBARA et al. (2013)
obtained satisfactory encapsulation results above
80% when producing pectin microcapsules
coated with whey protein concentrate. However,
encapsulation efficiency is wvariable depending
on the technique used, the bioactive compound
being encapsulated and the composition of the
encapsulating agent. According to CHOTIKO
& SATHIVEL, (2016), encapsulation efficiency
increased when the rice bran concentration of the
pectin particle was increased from 0.5 to 2%.

In relation to the average particle size
(Table 1), LA/PO presented a larger particle size
of 477.6 pm, differing significantly (p<0.05) from
the other treatments. This was consistent with the
high hydration capacity of pectin (MORRIS et al.,
2010). SOUZA et al. (2012) also observed that
pectin particles are noticeably larger than protein
coated pectin particles because of differences in
clectrostatic interactions that occur between the
respective molecules.

LA/P1, LA/P2 and LA/P3 treatments
produced smaller particle sizes of 236 um, 223 pum
and 208 pum, respectively. Particles with two layers
of pectin (LA/P2) interacted electrostatically with

the whey protein concentrate of the last layer (LA/
P3), with a reduction in the average particle size in
relation to that obtained for LA/P2. It was proposed
that incorporation of whey protein concentrate in the
treatments promoted an expulsion of part of the water
present in the pectin particles, reducing their moisture
content; and consequently, their size, since pectin
carboxyl groups perform electrostatic interactions
with the protein in preference to water molecules
(CROUZIERet al., 2010). AGUILAR et al. (2015)
obtained sizes of 287 pum when producing pectin
particles with protein coatings, while GEREZ et al.
(2012) produced particles with a size of 185 um.

Morphological characterization of microcapsules

Lactobacillus  acidophilus  distributed
homogeneously in the different microcapsule
types (Figure 1, first column), which had similar
spherical and slightly oval forms, even though
their composition was different. SOUZA et al.
(2012) also reported that encapsulated material was
homogeneously distributed in every protein coated
pectin particle. TLA/P3 microcapsules had thicker
walls in comparison to those produced by other
treatments, because these particles were formed by
three coating layers. While images obtained by SEM
(Figure 1, second column) depicted Lactobacillus
acidophilus homogeneously distributed on the
surface of the microcapsules, the lyophilisation
process mischaracterized the shape of the
microcapsules, showing collapse of their structure,
especially for LA/P3. According to SOUZA et al.
(2012), many factors might have led to greater
fragility of the particles during the drying process;
among these, encapsulating matrix based on pectin
of low esterification content contained a large
amount of water. BELSCAK-CVITANOVIC et al.
(2015) and GADALLA et al. (2015) also observed
changes in the morphological characteristics of
pectin-containing microcapsules.

Evaluation of survival of Lactobacillus acidophilus
after exposure to simulated gastrointestinal conditions

ExposuretothedifferentpHsthatsimulated
the passage through the gastrointestinal tract showed
that LA/P0O, LA/P1 and LA/P3 microcapsules were
able to protect probiotics, when compared to viability
of free bacterial cells (Table 2). In the simulation
of passage through the gastric compartment (pH
2.0 for 90 min.), there was a release of probiotics
from all treatments. Free cells showed a reduction
of 7.69 log CFU/g", microencapsulated probiotics
had reduction ranging from 5.8 log CFU/g! (LA/P0)
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EHT = 1.00 Ky WD = 4.0 MM Signal
A =SE2 Mag = 6.00 KX
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A = SE2 Mag = 3.00 KX

EHT =1.00 kV WD = 4.0 mm
Signal A = SE2 Mag = 6.00 KX

EHT =1.00 kV WD = 4.0 mm
Signal A = SE2 Mag = 6.00 KX

Figure 1 - Optical microscopy (first column) and scanning electron microscopy (SEM) (second
column) of pectin and pectin microcapsules with multilayers containing L. acidophilus.

LA/P0 = Pectin capsule (40x); LA/P1 = Pectin capsule + 1 coating (40x); LA/P2 = Pectin capsule
+ 2 coatings (20x); LA/P3 = Pectin capsule + 3 coatings (20x). The arrows indicate the presence

of probiotics.
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Table 2 - Viability of free and microencapsulated Lactobacillus acidophilus exposed to different simulation conditions of the

gastrointestinal tract.

Min. pH Free cell La/P0 La/P1 La/P2 La/P3
0 - 13.24 + 0.08™ 11.71 £ 0.05% 9.60 + 0.01™ 8.29 + 0.04™ 10.24 £ 0.05*
90 2.0 5.55 +0.00% 5.91+0.02" 7.87+0.01™ 3.67 + 0.03% 5.22 +0.02™
110 5.0 5.20+ 0,045 6.64 +0.03° 821+ 0.06 3.85+001% 6.37+0.04°
200 6.5 4.93+0.07% 7.58 +0.01% 924+ 0.04% 3.88 +0.00% 9.81 +0.02™

Means followed by the same capital letters in the column do not differ statistically from each other by the Tukey test at 5% significance.
Different lowercase letters in the same row differ statistically from each other by the Tukey test at 5% significance.

The mean values were obtained in triplicate. LA/PO = L. acidophilus encapsulated in 2% pectin microcapsule (control); LA/P1 = L.
acidophilus encapsulated in 2% pectin microcapsule + 1 layer of 2% whey protein concentrate; LA/P2 = L. acidophilus encapsulated in
2% pectin microcapsule+ 1 layer of 2% whey protein concentrate + 1 layer of 0.3% pectin; LA/P3 = L. acidophilus encapsulated in 2%
pectin microcapsule+ 1 layer of 2% whey protein concentrate + 1 layer of 0.3% pectin + 0.5% whey protein concentrate.

to 1.73 log CFU/g" (LA/P1). Consistent with the
current study, ECTHEPARE et al. (2016) reported
that survival of Lactobacillus acidophilus cells in
the gastric portion of the gastrointestinal tract was
higher in microcapsules formed by alginate coated
with chitosan, compared to alginate microcapsules.
This was due to the strong electrostatic interaction
between the two components, as happened with LA/
P1 microcapsules, formed by pectin coated with
protein, and which showed less loss of viability
Lactobacillus acidophilus. CHEN et al. (2017) also
observed that encapsulation in a layer or double
layer was significant for the survival of B. bifidum
in simulated passage through gastric juices, when
compared to free cells.

In the simulated passage through the
small intestines (pH 5.0 for 110 min.), there was
a significantly higher release of microorganisms
from LA/PO, LA/P1 and LA/P3 microcapsules
(p<0.05),compared to that at the previous gastric pH.
By contrast free cells and LA/P2 particles showed
no significant difference (p=>0.05) in their release of
microorganisms at pH 5.0, compared to that at pH
2.0. The viability of Lactobacillus acidophilus for
the LA/P2 particles was reduced 4.62 log CFU/g!
when exposed to the gastric juice, and maintained
low counts at pHs 5.0 and 6.5 during the simulated
conditions, demonstrating that these probiotics did
not resist passage through the gastrointestinal tract,
similarly to free cells. Under these conditions, the
microorganisms were not viable to colonize the
intestines. ASSADPOUR et al. (2017) evaluated the
folic acid-release profile of nanoparticles produced
with pectin and whey protein concentrate, and, in
general, the release rate was higher at alkaline pH.

This was considered satisfactory as the main goal
of the study was to resist the acidic conditions of
the stomach. In addition, microcapsules produced
with pectin have previously been shown not to be
digested by gastric enzymes, and remain intact
in the wupper gastrointestinal tract(RAYMENT
et al,, 2009).Ultimately, they are disrupted after
fermentation in the colon, requiring a long residence
time in the intestinal environment for release of the
encapsulated material.

The survival of cells in the ileum
simulation (pH 6.5 for 200 min.) was higher in pectin
microcapsules coated with whey protein concentrate
(LA/P1 = 9.24 log CFU/g" and LA/P3 = 9.81 log
CFU/g"), compared to free cells (4.93 log CFU/g")
and the pectin particles (LA/P0 = 7.58 log CFU/g").
This result reinforced the effectiveness of using whey
protein concentrate to coat probiotic particles, with
multilayer treatments showing greater viability for
Lactobacillus acidophilus. Previous studies have
indicated satisfactory results with coated pectin
microcapsules when exposed to gastric conditions
and bile salts, with encapsulated bacteria showing
greater viability when compared to free cells
(GADALLA et al., 2015; CHOTIKO & SATHIVEL,
2016; ASSADPOUR et al.,2017).

Survival of Lactobacillus acidophilus after heat
treatment

Free cells and LA/PO, LA/P1, LA/P2 and
LA/P3 microcapsules exposed to heat treatment at 72 °C
for 15 s, simulating the fast pasteurization process,
showed significant differences in Lactobacillus
acidophilus viability compared to the initial count
(p<0.05; Table 3). The reductions in Lactobacillus
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Table 3 - Viability of free and microencapsulated Lacrobacillus acidophilus under heat treatments.

Treatment Free cell La/P0

Initial count 13.24 £0.08™ 11.71 £0.05™
75°C/158 7.84=0.13% 7.17 £0.04%
63 °C/30 min. 4.66+ 0,00 8.22 +0.00%

La/P1 La/P2 La/P3
9.60 = 0.01* 8.20 +0.04% 10.24 + 0.05%
7.46 +0.05% 5.61+£0.13% 6.19 = 0.05°°
9.57+0.05* 4.12+0.00% 8.64 + 0.03%

Means and standard deviation followed by different capital letters in the column differ statistically from each other by the Tukey test at
5% significance. Different lowercase letters in the same row differ statistically from each other by the Tukey test at 5% significance. The

mean values were obtained in triplicate.

acidophilus were 4.47 log CFU (LA/P0), 2.14 log
CFU/g" (LA/P1),2.68 log CFU/g" (LA/P2), and 4.05
log CFU/g! (LA/P3), and 5.4 log CFU/g! for the free
culture. These results demonstrated that regardless of
the composition of the microcapsules, encapsulated
Lactobacillus acidophilus resisted heat treatment
more successfully than the free microorganism. In
addition, even though encapsulated counts were
reduced, the microcapsules were structurally resistant.
Notably, LA/P0 was the most heat sensitive particle,
due to its greater hydration and porosity, and lacking
the overlay of different components. According to
TELLO et al. (2015), particles produced with pectin
have a noticeably more fragile texture than those
generated with alginate, for instance. This might
be because pectin has amide groups in its structure;
and therefore, a smaller number of carboxyl groups
available to form ionic bonds, resulting in the
incorporation of less calcium and hence weaker
particles. As such, the adsorption of protein layers
by electrostatic interactions to the pectin particles
was used in this study to investigate the viability
of probiotics after exposure to adverse conditions.
After exposure to the heat treatment at 72 °C for 15 s,
microorganisms present in the microcapsules LA/P0
(7.17 log CFU/g-1), LA/P1 (7.46 log CFU/g-1) and
LA/P3 (6.19 log CFU/g-1) showed viability, while
microorganisms in the LA/P2 microcapsules showed
a reduction in viability (5.61 log CFU/g-1).

Free cells and LA/PO, LA/P2 and LA/P3
microcapsules exposed to heat treatment at 63 °C for
30 min., simulating the slow pasteurisation process,
showed significant differences in Lactobacillus
acidophilus viability compared to the initial count
(p<0.05). By contrast, LA/P1 microcapsules showed
no significant difference in bacterial numbers
(p=0.05) over the initial count, demonstrating that
the microcapsules protected and maintained the
viability of Lactobacillus acidophilus (9.57 log
CFU/g"). The reductions of L.acidophilus were 3.42

k)

log CFU/g" (LA/P0), 4.17 log CFU/g" (LA/P2) and
1.60 log CFU/g"' (LA/P3), and 8.58 log CFU/g"
for the free culture. Furthermore, microorganisms
contained in microcapsules LA/PO and LA/P3
showed viabilities of 8.22 log CFU/g" and 8.64 log
CFU/g", respectively.

Viability of Lactobacillus acidophilus at different
storage temperatures

Table 4 show the wviability of
microencapsulated  and free  Lactobacillus
acidophilus stored for 120 days at 5 °C, 25 °C
and -18 °C. LA/PO microparticles maintained the
viability of probiotics for 75 days during storage at
5 °C and 25 °C, with counts of 6.61 log CFU/g" and
7.07 log CFU/g", respectively. LA/P1 microparticle
maintained viability of probiotics for 60 days at
5 °C; however, they showed high viability at 120
days of storage at -18 °C, with counts of 7.86 log
CFU/g". LA/P2 microparticle maintained viability of
probiotics for 45 days at 5 °C, with counts of 6.14
log CFU/g"'.Similarly to LA/P1, LA/P3 was also
resistant to freezing temperatures, showing high
viability and counts of 6.55 log CFU/g"! at 105 days
of storage. The data showed that microcapsules with
whey protein in their last layer, LA/P1 and LA/P3,
were more resistant to frozen storage. Treatments
with pectin on the external surface, LA/PO and LA/
P2, showed better viability on refrigerated storage
(5 °C); although, with inferior shelf-life than the other
treatments. Free Lactobacillus acidophilus presented
inferior performance compared to microencapsulated
bacteria, in cooling and freezing temperature, since
they maintained viability for approximately 60 days,
continuing to show decreased survival until the end
of their shelf-life. Studies performed by MARQUES
DA SILVA et al. (2018) and HOLKEM et al. (2017)
showed that the stability of microencapsulated
probiotics was superior at low temperatures,
compared to free bacteria.
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Table 4 - Viability of free and microencapsulated Lactobacillus acidophilus with and without multilayers during 120 days of storage at
room temperature (25 °C), freezing (—18 °C), and refrigeration (5 °C).

--------------- Temperatur Room (25 °C)

Treatment Time (Days) Free Cell LA/PO LA/PI LA/P2 LA/P3

0 13.24 +0.08" 11.71 £ 0.05™ 9.60+0.01™ 8.29 + 0.04™ 10.24 +0.05%
15 10.07+ 0.09* 10.61 £0.12%° 8.46 + 0.06™ 6.84 0,05 8.95 +0.03%
30 9.75+ 021" 942+ 0.01% 7.31+0.05% 528+0.117 8.75+0.01%
45 7.89 +0.01% 838+ 0114 6.78 + 0.05™ 491+007% 8.08 +0.03*
60 7.83+0.01% 7.07 £ 0.06 500+ 0.01% 3.50=0.11% 5.53 +0.04%
75 7.65+0.01% 637+0.11° 4.85+ 0.08% 0.0% 3.45 £0.01™
20 7.49+0.02% 522+ 0.02% 4,10+ 0.05% 0.0% 2.66+0.11°°
105 6.20+ 0,024 0.0 327+ 0,06 0.0%¢ 0.0

120 5.07=0.03"* 0.0 0.0%" 0.0% 0.0%
———————————————— Temperature: Freezing (-18 °C)

Treatment Time (Days) Free Cell LA/PO LA/P1 LA/P2 LA/P3

0 1324+ 0.08™ 11.71 £0.05% 9.60+0.01™ 8.29 +0.04% 10.24 +0.05“
15 11.56 = 0.01*" 10.36=0.03% 8.83 £0.02™* 8.69+0.03™ 9.56 +0.22°
30 10.75 £ 0.01% 8.76 £ 0.07% .60 +0.18 8.38 £ 0.06% 9.39 +0.05%
45 10.40 = 0.03% 6.66 + 0.06% 8.49 +£0.01% 5.56+0.04™ 848 +0.11%
60 5.74 +0.08% 5.64 +0.13% 8.32 £0.05™¢ 5.55+0.03 7.16 + 0.02%
75 5.61 +0.01% 535+0.13% 8.19 £0.04*¢ 5.52+0.02™ 7.14+0.03%
90 4.94 £ 0.06° 3.53+0.09™ 8.03 £0.06™¢ 5.26+0.04" 7.02+0.07%
105 4.14+0.11¢F 3.23+0.03" 7.86 +0.154 4.72+0.11™ 6.55 +0.03%
120 3.35+0.02% 0.0" 7.66+ 0214 4.49 £0.08% 0.0%
——————————————— Temperature Refrigeration (5 °C)

Treatment Time (Days) Free Cell LA/PO LA/PI LA/P2 LA/P3

0 13.24 + 008 11.71 £0.05™ 9.60+0.01™ 8.29 + 0.04™ 10.24 +0.05%
15 10.44 + 0.14%° 9.62 +0.03% 831+0.09% 6.77 = 0.06™ 9.68 +0.15%
30 8.31+0.06™ 920+ 0.05" 8.07+0.14% 6.61+0.09" 9.65+0.13*
45 7.89 +0.01% 725+ 0.04" 7.66 +0.07 6.14 + 025 6.57 +0.01%
60 6.03 = 0,05 6.61=008™ 6.45 + 0,02 5.61£0,02% 6.39 +0.02%*
75 3.10 £ 0.04% 6.60 =002 5.01+0.03™ 5.59 £0.03% 5.65+0.01%
20 2.67+ 0225 5.06 + 0.08% 477 +0.10™ 5.54£0.03 5.28 +0.08%
105 0.0° 545 +£0.03% 3200115 538+£0.20™ 471 £0.01*™
120 0.0 442 +0.015 0.0% 5.30+£0.02 4.61 £0.05%

LA/PO = L. acidophilus encapsulated in 2% pectin microcapsule (control); LA/P1 = L. acidophilus encapsulated in 2% pectin
microcapsule + 1 layer of 2% whey protein concentrate; LA/P2 = L. acidophilus encapsulated in 2% pectin microcapsule + 1 layer of
2% whey protein concentrate + 1 layer of 0.3% pectin; LA/P3 = L. acidophilus encapsulated in 2% pectin microcapsule + 1 layer of 2%
whey protein concentrate + 1 layer of 0.3% pectin + 0.5% whey protein concentrate. Means followed by the same letter, lowercase in the
column and upper case in the row, do not differ statistically from each other by Tukey test at 5% significance. Means found in triplicate.

CONCLUSION

The production of microcapsules by
external ionic gelation, followed by multilayer coating
by electrostatic interaction of pectin polyelectrolytes
and whey protein concentrate, proved to be feasible in
maintaining the viability of Lactobacillus acidophilus.
Pectin as a coating material resisted gastric enzymes
and simulated gastrointestinal conditions, undergoing
hydrolysis by microflora in the colon. Bacteria in

microcapsules also resisted to high temperatures and
prolonged storage, compared to free bacteria.

Results of this study and previous reports
indicated variability in particle size resulting from
the external ionic gelation technique. To achieve
uniform sizes, the conditions of production need
standardization, in particular, the spray rate of the
solution, the concentrations of the solutions, the
distance between the solution and the spray nozzle,
and the rate of stirring of the solution.
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This study indicated that external ionic
gelation was effective and could be used for the
production of pectin microcapsules with whey protein
concentrate multilayers to promote greater protection
and viability of Lactobacillus acidophilus .
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de um sistema de encapsulacéo, a partir
de microparticulas de pectina, em até trés camadas com concentrado proteico de soro de
leite (proteina de soro de leite-pectina-proteina de soro de leite) na viabilidade de
Lactobacillus acidophilus LA 02 quando exposto a condi¢cdes adversas, ou seja, a
simulacdo in vitro do trato gastrointestinal, bem como, a simulacédo de procedimentos de
avaliacdo industrial, como a aplicacdo de tratamento térmico e vida de prateleira dos
probidticos livres e encapsulados. As microparticulas foram produzidas por gelificacédo
ibnica e submetidas ao processo de congelamento/liofilizacdo, antes de serem
submetidas aos testes de resisténcia térmica, simulagdo in vitro do trato gastrointestinal
e estabilidade ao armazenamento por 120 dias em diferentes temperaturas. Ainda, foram
avaliadas a eficiéncia de encapsulacdo e o tamanho das particulas. O tratamento
composto por particula de pectina e uma camada de revestimento proteico (La/P1),
apresentou a maior eficiéncia de encapsulacdo, 57,02% e tamanho de 421 pm. Em
relacdo a resisténcia térmica a 63°C/30 min, todas as particulas apresentaram maior
protecdo aos probidticos quando comparadas aos lactobacilos livres. Quanto ao teste de
simulacdo do trato gastrointestinal, verificou-se que as particulas formadas com
multicamadas pectina/concentrado proteico do soro de leite (La/P1- uma camada,
La/P2- duas camadas e La/P3- trés camadas) exibiram melhor perfil de liberagdo do que
0s probidticos livres no fluido intestinal simulado, e ainda, estas microparticulas,
apresentaram Otima resisténcia ao periodo prolongado de armazenamento, pois
apresentaram viabilidade em torno de 7 log UFC/g quando armazenadas a temperaturas
de refrigeracéo (5°C) e congelamento (-18°C) por 120 dias.

Palavras-chave: trato gastrointestinal in vitro; resisténcia térmica; vida de prateleira;
pectina; concentrado proteico do soro de leite.
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1. Introducéo

Os probidticos sdo classificados como "micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro™,
e 0 encapsulamento ¢ a melhor maneira de protegé-los e controlar sua liberacdo
(Ghasemi et al., 2017).H& uma tendéncia mundial para um modo de vida mais saudavel,
uma vez que os consumidores estdo conscientes quanto aos alimentos que consomem e
que beneficios certos ingredientes apresentam para prevenir doengas e manter uma boa
salde por meio da alimentacdo (Das et al., 2014). No entanto, o consumo de alimentos
contendo probidticos € um desafio para a industria alimenticia, porque varios fatores
durante o processamento e armazenamento afetam a sua viabilidade (Tripathi e Giri,
2014; Silva et al., 2018). Existem diferentes técnicas de microencapsulacdo para
protecdo de probidticos, entre elas, secagem por spray dryer, coacervacdo complexa e a
gelificagdo ibnica que aprisiona 0 micro-organismo em uma particula que pode ser
revestida,por meio de interacdo eletrostatica, formando um complexo de dois ou mais
diferentes biopolimeros, geralmente, proteinas e polissacarideos (Souza et al., 2012). A
complexacdo de proteinas e polissacarideos, como o concentrado proteico do soro de
leite e pectina pode ser aplicada para encapsular Lactobacillus acidophilus (Zimet e
Livney, 2009). Ambos os polimeros tém sido explorados em estudos, devido a sua
capacidade de encapsulamento de compostos bioativos e suas caracteristicas de
transporte, biodisponibilidade, e ainda, porque sdo de origem alimentar e podem ser
aplicados sem restricdo na area de alimentos (Livney, 2010; De Castro et al., 2017;
Nagash et al., 2017). O concentrado proteico do soro de leite é rico em amino&cidos
essenciais que sao agentes importantes no metabolismo, enquanto que a pectina
apresenta ampla aplicacdo, devido a sua capacidade de reduzir o colesterol, atuar como
prebidtico, e mais recentemente, inibir o crescimento de células cancerosas (De Castro
etal., 2017; Naqgash et al., 2017). O processo de liofilizacao € utilizado com principio de
desidratacdo das microparticulas a fim de facilitar o manuseio e distribuicdo quando
aplicada nos alimentos (Mortazavian et al., 2007).

Um ensaio in vitro simulando as condigdes do trato gastrointestinal,
temperaturas de tratamento térmico e o periodo prolongado de armazenamento em
diferentes temperaturas, € um estudo relevante antes da aplicacdo das microparticulas
probiodticas liofilizadas em matrizes alimentares, pois é possivel avaliar a liberacdo e a

viabilidade dos probidticos frente a essas condi¢Bes. Assim, considerando os fatores
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citados, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da microencapsulagdo em
multicamadas, seguido da aplicacdo do processo de liofilizagdo na sobrevivéncia de
Lactobacillus acidophilus LA 02, expostos a simulagdo in vitro do trato gastrointestinal,
aos tratamentos térmicos de pasteurizacdo lenta e rapida e ao armazenamento

prolongado em diferentes temperaturas (25°C, 5°C e -18°C).

2. Material e métodos

2.1 Reagentes

Cultura probiotica Lactobacillus acidophilus LAO2 (Probiotical s.p., Italia), obtida por
doacdo de COANA Importacdo e Exportacdo Ltda (Florianopolis, Santa Catarina,
Brasil), pectina citrica de baixa metoxilacdo (CPKelco, Brasil S/A), concentrado
proteico do soro de leite (IMCD Brasil, Sdo Paulo, Brasil), caldo MRS (Himedia
Curitiba, Parana, Brasil), agar MRS (Himedia Curitiba, Parana, Brasil), cloreto de célcio
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), acido cloridrico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil),
bicarbonato de sodio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), pepsina (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO, EUA), pancreatina (Sigma-AldrichCo, St. Louis, MO, EUA), sais biliares
bovino (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA).

2.2 Preparo do indculo

A metodologia foi realizada conforme Menezes et al.(2019), onde 1 g de
Lactobacillus acidophilus foi ativado em 100 mL de caldo MRS por 15h, em estufa a
37°C. Posteriormente, o probidtico foi centrifugado (HITACHI, CR22GlII, Japdo) a
4670 G/15 min, e lavado com 1 mL de solucdo de NaCl (0,85%). As células foram

suspensas em solucdo salina para obter aproximadamente 10 log UFC/g.

2.3 Processo de microencapsulacao
2.3.1 Producdo de microparticulas de pectina por gelificacdo idnica

As microparticulas foram produzidas, segundo a metodologia de Etchepare et
al. (2016), com adaptacdes,conforme Menezes et al. (2019). Foi preparada uma solugéo
de pectina (BTM) com 2 g de pectina e 100 mL de agua destilada estéril a pH 4,0, em
agitacdo magnética (500 rpm) até a completa homogeneizacdo da pectina. O indculo
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preparado (item 2.2) foi adicionado a solucdo de pectina e homogeneizado em agitador
magnético por 30 min. Essa solucdo contendo o indculo foi pulverizada por um
atomizador de duplo fluido, medindo 1 mm de diametro e distante 12 cm, da ponta do
atomizador a solucdo de cloreto de calcio (0,1M). A velocidade do ar comprimido foi
de 0,555 mL/h e a pressdo foi de 0,688 Kgf/cm? e as microparticulas formadas
permaneceram em agitacdo por 30 min na solugdo até completa gelificagdo, sendo
filtradas em peneira de malha de aco, didmetro de 53 pum, e lavada uma vez, com 1 L de

agua deionizada estéril a pH 4,0.
2.3.2 Producéo de microparticulas com multicamadas

Seguiu-se a metodologia proposta por Annan et al. (2008) com adaptacGes,
conforme Menezes et al. (2019). As microparticulas de pectina 2% foram transferidas
para solucdes com diferentes concentragdes de proteina do soro de leite (2% e 0,5%) e
pectina (2% e 0,3%), de acordo com o tratamento e 0 niumero de camadas, conforme
descrito na Tabela 1. A cada adsorcdo de camada foram mantidos sob agitacdo (500
rpm) por 30 min a temperatura ambiente, seguido de lavagem com 1 L de &gua
deionizada estéril pH 4,0 e filtracdo em peneira de malha de aco (53 pm).

As microparticulas foram congeladas (-18°C/24 h) no dia em que foram
produzidas, e posteriormente liofilizadas em liofilizador, Liotop L101 (Sdo Carlos, Sdo
Paulo, Brasil) por 24 horas (vacuo: 0,200-0,300 mHg e temperatura do condensador em
torno de -53°C).
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Tabela 1 — Composi¢do das microparticulas produzidas por gelificacdo ibnica com e
sem multicamadas.

Tipo de
. i Tratamento
microparticula
LA/PO Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina 2% (sem sobreposicéo de
camada)
LA/PL Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina 2% + concentrado proteico

do soro de leite 2% (tratamento com 1 camada adsorvida)
LA/P2 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina 2% + concentrado proteico
do soro de leite 2% + pectina 0.3% (tratamento com 2 camadas adsorvidas)
LA/P3 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina 2% + concentrado proteico
do soro de leite 2% + pectina 0.3% + concentrado proteico do soro0.5%
(tratamento com 3 camadas)

2.4 Contagem de células viaveis

A contagem de células viaveis foi realizada de acordo com Sheu et al. (1993) e
adaptada, conforme Menezes et al. (2019), onde0,1 g de microparticulas foi pesado, 9
mL de solucdo tampéo de fosfato estéril (pH 7,5) e submetidos a agitacdo (500 rpm)
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas dilui¢des
seriadas, plaqueamento em profundidade e adicdo de &gar MRS, em triplicatas, e

incubacdo a 37°C/72h em jarras de anaerobiose contendo gerador anaerébio (Oxoid).

2.5 Eficiéncia de encapsulagéo

A eficiéncia da encapsulacdo foi realizada conforme Menezes et al. (2019) por
meio da Equacéo (1).
EE = N/NO x 100 (1)
Equacdo (1). Onde N = log UFC.g™ da cépsula e NO = log UFC.g™da cultura adicionada

ao material de céapsula.
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2.6 Diametro médio e distribuicdo de tamanho de microparticula

A distribuicdo do tamanho médio das microparticulas foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Menezes et al. (2019). As andlises de didmetro médio e
distribuicdo de tamanho foram realizadas por difracdo de laser em equipamento
Mastersizer (Malvern Panalitycal, Model 2000, Germany) utilizando 4gua como meio

de dispersdo. Os resultados do tamanho médio referem-se ao diametro médio (D [4: 3]).

2.7 Viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados submetidos a
condic¢es gastrointestinais simuladas

O teste de simulacdo gastrointestinal foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Madureira et al. (2011), com adaptacdes conforme Menezes et
al. (2019), onde submeteu-se 0,1 g de microparticulas liofilizadas as alteracfes no pH e
as enzimas que simulam as porcdes esdfago/estdmago, duodeno e ileo. Para a simulagédo
do es6fago/estbmago, a pepsina foi usada por 90 minutos, o pH foi gradualmente
reduzido com é&cido cloridrico (HCI) para atingir 2,0. Para a simulacdo do duodeno,
foram utilizados pancreatina e sais biliares e o pH ajustado para 5,0 por 20 minutos;
para a simulacdo do ileo, o pH foi ajustado para 6,5 com bicarbonato de sédio
(NaHCOQOg3), onde as microparticulas foram expostas por 90 minutos. No final de cada
etapa simulada, foi realizada a contagem de células viaveis (secéo 2.4).

2.8 Viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados sob tratamento
térmico

A metodologia descrita por Zhang et al. (2015) foi realizada com adaptacoes
conforme Menezes et al. (2019). A analise consistiu em submeter L. acidophilus livre e
microencapsulado aos tratamentos térmicos de 72°C/15 se 63°C/30 min, com auxilio de
um banho ultra-termostatico, simulando os processos de pasteurizacdo rapida e lenta,
respectivamente. Assim, 0,1 g de microparticula ou de probi6tico livre foi transferido
para tubos de ensaio contendo 9 mL de dgua peptona. Apds os tratamentos térmicos, 0s
tubos de ensaio foram resfriados em banho de gelo por 5 a 10 minutos e a contagem de

celulas viaveis foi realizada (secéo 2.4).
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2.9 Viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados sob diferentes
temperaturas de armazenamento

A andlise de viabilidade dos probidticos livres e microencapsulados foi
realizada quinzenalmente (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120), durante o periodo de
armazenamento de 120 dias, com as amostras acondicionadas em frascos estéreis, a -
18°C, 5°C e 25°C, seguindo metodologia utilizada por Menezes et al. (2019).

2.10 Anélise estatistica

Trés repeticdes dos tratamentos foram realizadas e as determinagdes foram
feitas em triplicata. Posteriormente, os dados foram submetidos & analise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre as médias foram verificadas pelo teste de Tukey (p
<0,05), por meio do programa Statistic® 7.0. (Statsoft, Tulsa, OK, EUA).

3 Resultados e discussao
3.1 Eficiéncia de encapsulacéo e diametro médio de microparticulas

A microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus por gelificacdo ibnica
utilizando pectina como matriz (LA/PQ) e com multicamadas, concentrado proteico do
soro de leite e pectina (LA/P1, LA/P2 e LA/P3) resultou em rendimentos de 49,08%,
57,02%, 46,14% e 40,10% de eficiéncia de encapsulacdo (Tabela 2), respectivamente.
Esses resultados foram atribuidos a encapsulacéo, seguida do processo de secagem das
particulas contendo Lactobacillus acidophilus, uma vez que o0s processos de
congelamento lento, prévio a liofilizacdo podem ser nocivos aos probioticos, e provocar
mudancas estruturais na superficie das particulas, inclusive aumenta o tamanho dos
poros e das particulas quando reidratadas (Ecthepare et al., 2016; Planzotta et al.,
2019). Entretanto, de acordo com Chen et al. (2017) a liofilizacdo € uma técnica util
gue pode facilitar o transporte e armazenamento dos probidticos microencapsulados,
mas durante o processo ocorre a formacéao de cristais de gelo e remocdo da &gua, que
pode causar danos a membrana e a superficie proteica da célula bacteriana ocasionando
a morte dos probidticos. Neste estudo, a particula com melhor rendimento de
encapsulacdo foi a composta pela matriz pectina (2%) e uma camada de proteina do
soro de leite (2%) (La/P1). Segundo Ghasemi et al. (2017), com estes polimeros,
melhores eficiéncias de encapsulacdo sdo obtidas em baixos pHs, pois é quando a
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pectina tem mais cargas negativas e o concentrado proteico do soro de leite tem mais
cargas positivas, interagindo fortemente na formagdo do complexo que aprisiona 0s
bioativos na sua estrutura. A LA/PO e a LA/P2 ndo apresentaram diferenca significativa
(p>0,05) quanto a eficiéncia de encapsulacdo, provavelmente por apresentarem a
pectina como revestimento externo, no entanto, apresentaram diferenca significativa
quanto ao tamanho da particula. Alternativas para a melhoria da eficiéncia de
encapsulacdo podem ser realizadas com o uso de crioprotetores, conforme Chen et al.
(2017) a sobrevivéncia probidtica microencapsulada liofilizada pode ser melhorada com
0 auxilio de dissacarideos como a trealose, lactose, maltose e, ainda, glicerol, segundo
0S mesmo autores, 0s crioprotetores séo eficazes devido a sua elevada temperatura de
transicdo vitrea. Outra alternativa para a melhoria do processo seria a utilizagdo do
congelamento rapido ou congelamento criogénico, prévio a liofilizacdo, para evitar a
formacdo de grandes cristais de gelo e assim ndo danificar as microparticulas e
consequentemente a membrana celular dos probidticos. Em um estudo realizado por
Shoji et al. (2013) com particulas de pectina e caseina liofilizadas contendo
Lactobacillus acidophilus, sem o uso de crioprotetores apresentaram reducdes de 0,7
ciclos logaritmicos devido as lesdes promovidas nas células e morte microbiana.

Em relacdo ao tamanho das particulas (Tabela 2), observou-se que a LA/PO
(controle), foi a que apresentou maior didmetro, diferindo significativamente das demais
(p<0,05), provavelmente, devido a sua composicao Unica de pectina, a qual apresenta
alta capacidade de retencdo de agua. Por outro lado, de acordo com Silva et al. (2018)
alta atividade de agua influencia a viabilidade do probidtico encapsulado, uma vez que
0S micro-organismos podem permanecer metabolicamente ativos nestas condiges,
embora o contetdo de dgua de particulas probidticas seja um fator critico que influencia
a estabilidade do miro-organismo durante o armazenamento (Etchepare, 2014).

Sendo assim, mesmo apos a liofilizacdo, a LA/PO apresentou maior diametro
que as demais particulas, que receberam uma (LA/P1), duas (LA/P2) e trés (LA/P3)
camadas de protecdo. De acordo com a literatura, particulas que receberam revestimento
proteico reduziram o contetdo de umidade, quando comparadas as sem revestimento e
consequentemente o seu tamanho (Aguilar et al., 2015). A justificativa para este
resultado consiste nas moléculas quimicas presentes no estudo. A pectina possui esteres
que realizam ligacOes de hidrogénio e retem moléculas de agua em sua superficie,
aumentando de tamanho. No entanto, com a adsor¢do de camada proteica, a pectina
rompe com as moléculas de agua e seus grupos carboxilas (-) por interacéo eletrostatica
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realizam ligacbes com os grupos amino (+) da proteina, reduzindo o tamanho da
particulas que perdem umidade.

Quanto as particulas que sofreram adsor¢cdo de camadas, estudos comprovam
que ocorre um aumento no tamanho dessas particulas quando aumenta-se 0 namero de
camadas adsorvidas (Humblet-hua et al., 2011). Assim pode-se verificar que a LA/P3,
apresentou maior tamanho de particula em relacdo as demais (LA/P1 e LA/P2), que
entre elas ndo houve diferenca significativa no tamanho. Atribui-se este resultado ao
processo de producdo de microparticulas, gelificacdo idnica, uma vez que qualquer
interferente altera as condi¢des de producdo, como a temperatura, umidade relativa do
ar, condicbes de operacdo do compressor, do bico atomizador, a velocidade de
homogeneizacdo da formacgdo das microparticulas, a distancia do bico atomizador a

solucdo de cloreto de célcio.

Tabela 2 — Eficiéncia de encapsulacdo de células viaveis de Lactobacillus acidophilus e

didmetro médio das microparticulas.

Tipo de microparticula EE (%) Diametro d (D 4,3) (um)
LA/PO 49,08 + 0,05 575,2¢
LA/P1 57,02 + 0,01° 421,1°
LA/P2 46,14 £ 0,02° 428,0°
LA/P3 40,10 + 0,09° 468,2°

A média e o desvio padrdo com letras diferentes na mesma coluna foram significativamente diferentes
(p <0,05). A Tabela 1 indica a composicdo de cada microparticula (LA/PO, LA/P1, LA/P2 e LA/P3).

3.2 Avaliacdo da viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados apo6s a
exposicao as condicdes gastrointestinais simuladas

Os probidticos encapsulados devem resistir a passagem pela porcdo acida
simulando a por¢édo do esdfago e estdmago humano e alcancar a porcao intestinal com
contagens acima de 6 ciclos logaritmicos para confirmar a viabilidade celular (Tripathi e
Giri, 2014). O teste de simulacéo do trato gastrointestinal (Tabela 3), demonstrou que os
probidticos livres e encapsulados apenas com pectina sem multirevestimento (LA/PO),
ndo resistiram viavelmente as condi¢bes aplicadas, diferindo significativamente
(p<0,05) dos demais probidticos encapsulados (LA/P1, LA/P2 e LA/P3). Assim, a

particula LA/PO apresentou o menor perfil de liberacao e de acordo com os resultados, a
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taxa de sobrevivéncia dos Lactobacillus acidophilus foi afetada pelo baixo pH
estomacal (2,0) simulado. Uma vez que esta particula ndo apresentou nenhuma camada
adsorvida para reforcar a protecdo da matriz encapsulante e, ainda, foi influenciada
negativamente pelo processo de liofilizacdo, repercutindo na perda de viabilidade dos
micro-organismos encapsulados.  As particulas LA/P1 e LA/P2 ndo diferiram entre si
(p > 0,05), resistiram as condi¢cBes e protegeram 0s probidticos, uma vez que
alcangaram a porgéo intestinal com viabilidade de 6,61 log UFC/g e 7,32 log UFC/g,
respectivamente. No entanto, o melhor sistema de encapsulagéo foi o representado pela
sigla LA/P3, que apresentou maior estabilidade durante a simulacéo aplicada e atingiu a
porcdo intestinal com maior liberacdo dos Lactobacillus acidophilus, 10,03 log UFC/g.
Os resultados encontrados confirmam outros estudos com particulas formadas a partir
de pectina, que mostram que a particula apresenta elevada porosidade (Aguilar et al.,
2015), o que expde o0 seu conteldo bioativo encapsulado, por isso deve-se aplicar
multirevestimento (Chen et al., 2017) proteico por interacdo eletrostatica e reduzir a
porosidade das particulas tornando-as mais resistentes as variagdes de pH e temperatura,

principalmente, garantindo melhor viabilidade dos probiéticos.

Tabela 3 - Viabilidade de Lactobacillus acidophiluslivre e microencapsulado nas
diferentes matrizes ap6s a exposicao as condi¢fes gastrointestinais simuladas.

Min. pH  Célula livre LA/PO LA/P1 LA/P2 LA/P3

0 - 13,24 +0,08" 11,71+0,05% 9,60+ 0,01® 8,29+ 0,04 10,24+ 0,05™
90 20 555+0,01®® 558+0,13%*" 550+0,19%° 6,81+0,01"  6,31+0,03"
110 50 5,20+ 0,04° 3,34 +0,02°° 6,30 £ 0,02 7,08+ 0,06 9,34 +0,04"°

200 6,5 4,93+0,07°  3,43+0,055 6,21+0,14  7,32+0,15% 10,03 + 0,072

Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas na coluna e mailsculas na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Médias encontradas em ftriplicata. A
Tabela 1 indica a composi¢do de cada microparticula (LA/PO, LA/P1, LA/P2 e LA/P3).
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3.3 Avaliacéo da viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados ap6s o0s
tratamentos térmicos

A Tabela 4 apresenta o efeito dos tratamentos térmicos na sobrevivéncia de
Lactobacillus acidophilus livres e encapsulados em diferentes particulas de pectina com
multicamadas de proteina do soro de leite. As particulas formadas com proteina do soro
de leite (La/P1 e La/P3) resistiram viadveis ao tratamento térmico de 72°C por 15 s,
assim como a cultura livre, pois mantiveram a viabilidade exigida pela legislacao, acima
de 6 logs UFC/g (Brasil, 2008). No entanto, a reducdo da cultura livre foi de 5,4 log
UFC/g, enquanto que, a reducdo do micro-organismo encapsulado nas particulas:
LA/P1: 0,48 log UFC/g; LA/P2: 0,31 log UFC/g e LA/P3: 1,5 log UFCl/g. A
microparticula formada apenas com pectina (LA/PO) sem revestimento proteico, nao
apresentou boa resisténcia ao tratamento térmico de 72 °C / 15 s, apresentando a maior
reducdo de logaritmica (6,3 log UFC/g), demonstrando assim que as particulas
multicamadas (LA/P1, LA/P2 e LA/P3) apresentaram resisténcia superior comparada a
particula controle (LA/PO). Esses resultados apontam que as particulas formadas com
multicamadas preservaram a viabilidade do micro-organismo, enquanto que a particula
apenas de pectina (LA/PO) ndo apresentou estrutura suficiente para resistir ao
tratamento térmico de 72°C/15s.

O tratamento térmico de 63°C por 30 min foi mais nocivo aos Lactobacillus
acidophilus livres e encapsulados, pois as reducGes foram mais significativas as
condic@es de aplicacdo de tempo e temperatura deste tratamento térmico. A cultura livre
apresentou uma reducdo de 8,58 ciclos logaritmicos da contagem inicial, exibindo uma
contagem de 4,66 log UFC/g (Tabela 4), apds a exposicdo ao tratamento térmico. Da
mesma forma, com os probioticos encapsulados, as redugdes na viabilidade foram
elevadas e foi atribuida ao processo de reidratacdo das particulas liofilizadas pelo
estresse promovido pelo tempo/temperatura do tratamento térmico aplicado (63°C/30
min). A particula LA/PO teve a maior reducdo probidtica, 6,58 log UFC/g, reforcando a
fragilidade da particula sem camada adsorvida, enquanto a particula LA/P1 apresentou
reducdo de 3,61 log UFC/g. Nesse contexto, se comparadas LA/PO e LA/P1, pode-se
dizer que a camada adsorvida de concentrado proteico do soro na LA/P1 foi relevante
na aplicacdo do teste, pois a resisténcia foi maior. No entanto, as particulas com mais
camadas adsorvidas, como a LA/P2 e a LA/P3 apresentaram redugdes significativas, de

2,59 log UFC/g e 4,19 log UFC/qg, respectivamente. Pode-se observar também que nédo
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houve diferenca significativa na sobrevivéncia dos probidticos contidos nas
microparticulas LA/P1 e LA/P3 apds a exposicdo aos dois tratamentos aplicados
apontando que o concentrado proteico do soro influenciou positivamente na formacéo
das particulas. Segundo Sagis et al. (2015) as proteinas do leite sdo menos afetadas em
baixos pHs e temperaturas amenas, poréem estes fatores podem influenciar na
conformagdo da proteina e da sua funcionalidade. Ainda, estes autores consideram as
proteinas do leite adequadas para encapsular probiéticos, pois podem ser usadas em
altas concentracdes, pois sua viscosidade permanece baixa, e em altas concentragdes,
permitem a criacdo de novas ligagdes entre as proteinas e outras estruturas, melhorando
a resisténcia das microparticulas. Por isso, as particulas do presente estudo foram
produzidas em agitacdo a temperatura ambiente, com &gua a pH 4,0 para o preparo das
solucdes de pectina e todas as particulas foram lavadas com &agua deionizada para
auxiliar na interacdo eletrostatica e formacdo das multicamadas. Abbaszadeh et al.
(2014) produziram particulas com diferentes composic6es de alginato e quitosana para
encapsular L. rhamnosus, e independente da composi¢do das particulas avaliadas, 0s
resultados também indicaram que o efeito protetor do encapsulamento a temperaturas
mais elevadas foi superior ao aplicado em temperaturas mais baixas. Neste caso, 0
tempo de aplicacdo dos tratamentos foi o que otimizou os resultados. De acordo com
Millgvist-Fureby et al. (2001), a proteina do soro do leite sofre desnaturacdo induzida
por meio acido ou calor (75°C/1min), alterando sua conformacdo causando impacto
negativo na viabilidade celular durante o processo de secagem. No entanto, nosso
estudo, demonstrou que a aplicacdo da temperatura de 72 °C por 15s, ndo afetou a
proteina, pois os tratamentos LA/P1 e LA/P3, que apresentam a ultima camada
adsorvida com a proteina do soro preservaram a viabilidade dos L. acidophilus, quando

comparados com o0s demais expostos a essa mesma condicao.
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Tabela 4 — Efeito dos tratamentos térmicos na viabilidade de Lactobacillus
acidophilus livre e microencapsulado nas diferentes matrizes encapsulantes.

Ti'po de Contagem inicial 63°C/30 min 72°C/15s
microparticula UFC/g

Célula livre 13,24 + 0,08 4,66 + 0,01 7,84 +0,13%°
LA/PO 11,71 + 0,05"° 5,13 + 0,085¢ 5,41 + 0,14
LA/P1 9,60 + 0,014 5,99 + 0,12 9,12 + 0,035
LA/P2 8,29 + 0,04"¢ 5,70 + 0,10°° 7,98 + 0,08
LA/P3 10,24+ 0,05"° 6,05 + 0,13“® 8,74 + 0,06 &

Médias seguidas pela mesma letra, minGsculas na coluna e maiulsculas na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Médias encontradas em triplicata.
A Tabela 1 indica a composicdo de cada microparticula (LA/PO, LA/P1, LA/P2 e LA/P3).

3.6 Avaliacdo da viabilidade de L. acidophilus livres e encapsulados em diferentes
temperaturas de armazenamento

As microparticulas produzidas devem permitir aos micro-organismos
sobreviver a todos os processos, desde a obtencdo por gelificacdo idnica, ao
congelamento, a liofilizacdo e durante o armazenamento. Assim, a analise da vida Util
foi realizada para avaliar a viabilidade dos probioticos livres e encapsulados
armazenados a 25°C, -18°C e a 5°C.

De acordo com a Tabela 5, as contagens de L. acidophilus encapsulados,
armazenados a 25°C, mostraram sobrevivéncia quando comparados com a cultura livre.
Nesta temperatura, a particula que resistiu por mais tempo com viabilidade probiética
foi a LA/P1, por 75 dias com contagens de 6,24 log UFC/g, enquanto que a cultura livre
apresentou contagem semelhante, porém por 105 dias de armazenamento em
temperatura ambiente.

Em temperatura de congelamento (-18°C) a microparticula LA/PO resistiu até
os 90 dias, com viabilidade microbiana de 6,02 log UFC/g, enquanto que as particulas
com uma (LA/P1), duas (LA/P2) e trés (LA/P3) camadas foram mais resistentes e
mantiveram a viabilidade aos 120 dias, com contagens de 7,69 log UFC/g para a La/P1,
6,69 log UFC/g para a La/P2 e 7,91 log UFC/g para a La/P3. A cultura livre
armazenada a -18°C permaneceu viavel por apenas 45 dias. O efeito da temperatura de
refrigeracdo (5°C) na viabilidade das microparticulas probidticas mostrou-se satisfatdria
quando comparadas aos probidticos livres. A cultura livre manteve sua viabilidade por
apenas 60 dias de armazenamento, com contagem de 6,03 log UFC/g, enquanto que, as

microparticulas probidticas produzidas com as multicamadas (LA/P1, LA/P2 e LA/P3)
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apresentaram viabilidade acima de 7 log UFC/g, durante os 120 dias de armazenamento
refrigerado.  Mortaziavan et al. (2007) estudaram o efeito do armazenamento
refrigerado a 2°C, 5°C e 8°C na viabilidade de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis em iogurte durante 20 dias, e constataram que 0s probioticos
sofrem alteracdes na sua viabilidade em funcdo dos fatores de estresse, como oxigénio
molecular, acidez, peréxido de hidrogénio e efeitos antagonistas de L. delbruecki ssp.
bulgaricus. Ainda, constataram que as cepas de L. acidophilus apresentaram melhor
viabilidade em temperatura de armazenamento de 2°C, durante o periodo de 20 dias,
enquanto que as B. lactis apresentaram melhor viabilidade em temperatura de
armazenamento de 8°C. De acordo com 0s autores, em temperaturas mais elevadas,
como 5°C e 8°C, comparadas a 2°C, o L. delbruecki ssp. Bulgaricus crescem mais
rapidamente, produzindo &cido latico e peroxido de hidrogénio, reduzindo a viabilidade
de L. acidophilus, devido ao antagonismo entre elas durante o periodo de
armazenamento.

Nossos estudos reforcam os resultados encontrados por outros pesquisadores
que também concluiram que o armazenamento em menor temperatura € 0 mais
apropriado para a viabilidade dos probioticos (Mortazavian et al., 2007, Shoji et al.,
2013, Marques da Silva et al., 2018).
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Tabela 5 - Efeito da temperatura ambiente (25°C), congelamento (-18°C) e

refrigeracdo (5°C) sob a viabilidade de Lactobacillus acidophilus

livre e

microencapsulados em diferentes matrizes encapsulantes, durante o armazenamento

por 120 dias.
Temperatura Ambiente (25°C)
Tratamento Célula LA/PO LA/PL LA/P2 LA/P3
Tempo (Dias) livre
0 13,24 +0,08% 11,71 +0,05% 9,60 +0,01™ 8,29 + 0,04 10,24 +0,05®
15 10,07+ 0,09 965+0,20" 9,17+0,65" 8,10+0,10°® 9,72 +0,17"
30 9,75+0,21"  741+031° 7474010 7,88+0,26°® 8,42 +0,37°"
45 7,89+0,01"° 6,85+0,08° 6,95+0,05°° 7,73+0,02%% 7,43 +0,02°
60 7,83+ 0,01"° 574+0,08% 6,51+0,09%¢ 7,73+0,05"° 6,25 +0,05°°
75 7,65+ 0,01"° 568+0,17% 6,24 +0,07%° <1™ <1P®
90 7,49+ 0,02°°  546+0,10" <1® <1 <1%
105 6,20+ 0,02"  4,45+0,30°%° <1® <1 <1
120 5,07+ 0,03 2,84 +0,22° <1® <1 <1
Temperatura Congelamento (-18°C)
Tratamento Célula LA/PO LA/P1 LA/P2 LA/P3
Tempo (Dias) livre
0 13,24 +0,08" 11,71+0,05° 9,60+ 0.01° 8.29+ 0,04~ 10,24 + 0,05
15 11,56 + 0,01 984+0,03®" 890+0.06°° 823+001% 964+0,16°"
30 10,75+ 0,01"° 851+0,04%° 8,74+0.02°° 8,19+0,06% 9,12 +0,06°™
45 10,40 + 0,03"° 755+0,14°° 869+0.02%° 7,71+0,08°° 8,90+ 0,11%
60 574 +0,08% 620+004°° 863+0.02"" 759+0,05 8,69 +0,04"%
75 531+0,01” 6,08+0,01% 847+0.08"" 740+0,15%¢ 850+ 0,01
90 494+0,06™ 6,02+0,53%° 825+0.05"% 7,26+0,03°® 827+0,07
105 414+011" 596+004% 818+0.02" 7,23+0,04% 8,14 +0,03™
120 335+0,02 576+009“ 7,69+0.07" 6,69+011° 7,91+ 0,03
Temperatura Refrigeracdo (5°C)
Tratamento Célula
Tempo (Dias) livre LA/PO LA/P1 LA/P2 LA/P3
0 13,24 +0,08"* 11,71+0,05% 9,60+0,01™ 8,29+ 0,045 10,24 + 0,05
15 10,44 +0,14™ 10,55+0,06™° 9,17 +0,05° 8,35+ 0,04"* 9,91 + 0,02%
30 8,31+0,06  931+0,03"° 853+0,07>" 7,95+0,03® 8,56+0,11%°
45 7,89+0,01  870+0,14™ 813+0,10° 7,75+0,07°° 8,36+ 0,06
60 6,03+0,05°  758+0,10% 7,83+0,09" 7,64+0,04"° 7,72 +0,03"
75 3,10 + 0,04%° 591+0,025" 754+0,13"° 7,51+0,02°°" 7,46+ 0,23
90 2,67+022°  552+0,04°%9 7,91+0,04"" 7,63+0,03"® 7,54+0,36"
105 <1Pf 483+0,07" 7,76+0,01"® 752+0,03%® 735+0,135
120 <1 429+0,03% 776+006 " 743+0,03% 7,11+0,05

Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas na coluna e mailsculas na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Médias encontradas em triplicata. A
Tabela 1 apresenta a composicao de cada microparticula (LA/PO, LA/P1, LA/P2 e LA/P3)
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4. Concluséao

As particulas de pectina (LA/PQ) produzidas por gelificacdo i6nica seguidas de
liofilizacdo apresentaram didmetro médio de 575,2 pum, porosas, e por isso, com
reduzida viabilidade e resisténcia térmica a 72°C/15s (5,41 log UFC/g) e a 63°C/30 min
(5,13 log UFC/qg), assim como, ndo resistiram ao pH acido (2,0) do teste de simulacéo in
vitro do trato gastrointestinal perdendo a viabilidade drasticamente. Em contrapartida,
as particulas de pectina que apresentaram camadas adsorvidas uma, duas ou trés
camadas apresentaram resultados satisfatdrios para a microencapsulacdo de probioticos.
Nesse contexto, o didmetro médio das particulas multicamadas (LA/P1, LA/P2 e
LA/P3) ficou entre os valores de 421,1 e 468,2 um, podendo ser aplicada em alimentos,
pois estas mesmas particulas apresentaram resultados relevantes em resposta ao
tratamento térmico aplicado de 72°C / 15 s, com contagens viaveis de 9,12 log UFC/g,
7,98 log UFC/g e 8,74 log UFC/g, respectivamente. Enquanto que, a particula LA/P3
apresentou melhor resposta frente ao teste de simulacdo do trato gastrointestinal com
resisténcia em pH 2,0 (6,31 log UFC/g) e perfil de liberacdo e contagens satisfatorias
para a colonizacdo no ileo, pH 6,5 (10,03 log UFC/g). Ainda, as particulas
multicamadas liofilizadas, LA/P1, LA/P2 e LA/P3 foram mais resistentes ao periodo de
armazenamento a -18 °C e mantiveram a viabilidade aos 120 dias, com contagens de
7,69 log UFC/g (LA/P1), 6,69 log UFC/g (LA/P2) e 7,91 log UFC/g (LA/P3), enquanto
que a LA/PQ resistiu por 90 dias nesta temperatura (6,02 log UFC/g).

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que as microparticulas
liofilizadas em multicamadas apresentaram boa viabilidade e liberacdo dos probidticos
quando expostas as condicdes pré-definidas comparadas aos lactobacilos livres e a
particula controle. Deste modo, destaca-se a relevancia da microencapsulacdo
multicamadas, utilizando a pectina e o concentrado proteico, em até trés camadas,
seguido do processo de aplicacdo da liofilizagdo na sobrevivéncia de Lactobacillus
acidophilus LA 02 ampliando assim a possibilidade de aplicagdes na industria de

alimentos.
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2.5 MANUSCRITO 4

Viabilidade de Lactobacillus acidophilus microencapsulado com pectina armazenado

em temperatura de refrigeracéo

Artigo apresentado no 6° Simpdsio de Seguranca Alimentar ocorrido de 15 a 18 de maio
de 2018 na FAURGS em Gramado/RS, selecionado para compor um capitulo do livro

“Ciéncia dos Alimentos”.
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RESUMO — O objetivo deste estudo consistiu na obtencdo de microparticulas de pectina obtidas por
gelificacdo ionica externa como agente encapsulante de Lacfobacillus acidophilus a fim de aumentar a
viabilidade do probiotico durante o armazenamento refrigerado. Foi realizada a determinacdo do
tamanho medio das particulas, a morfologia e a quantificacio de Lactobacillus acidophilus
microencapsulado e livre, armazenados a 5°C. durante 60 dias. No presente estudo. obteve-se um
tamanho médio de 224,50 pum e o resultado da microscopia otica mostrou microparticulas de forma
esférica. bem definida protegendo a cultura probiotica. Quanto a viabilidade dos L. acidophilus, livres
e microencapsulados. observou-se que o processo de microencapsulacido foi satisfatorio. pois
apresentou melhores contagens ao longo do periodo e manteve a viabilidade do micro-organismo por
45 dias. enquanto que os probidticos livres permaneceram viaveis por 30 dias de armazenamento
refrigerado.

ABSTRACT - The objective of this study was to obfain pectin microparticles obtained by external
ionic gelation as an encapsulation agent of Lactobacillus acidophilus in order to increase the viability
of the probiotic during refrigerated storage. Mean particle size determination. morphology and
quantification of microencapsulated and free Lactobacillus acidophilus stored at 5 ° C for 60 days
were performed. In the present study. an mean microparticle size of 224.50 pm was obtained and
result of optical microscopy showed well-defined spherical microparticles protecting the probiotic
culfure. Regarding the viability of L. acidophilus. free and microencapsulated, it was observed that the
microencapsulation process was satisfactory. since it presented better counts throughout the period and
maintained the viability of the microorganism for 45 days. while the free probiotics remained viable
for 30 days of refrigerated storage.

PALAVRAS-CHAVE: pectina. Lactobacillus acidophilus. sobrevivéncia. refrigeracio.
microencapsulacao

KEYWORDS: pectin, Lacfobacillus acidophilus. survival, refrigeration. microencapsulation.
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1. INTRODUCAO

A microencapsulacdo ¢ uma tecnologia que tem sido aplicada no meio cientifico e na
industria de alimentos com a funcdo de proteger as culturas probidticas e permitir a sua liberacdo
controlada. pois a viabilidade destes micro-organismos € importante para que atinjam o local de acdo
especifico e promovam os beneficios a saude do consumidor (Burgain et al.. 2011). Segundo. a
Organizacdo Mundial de Saude. os probidticos sdo organismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios & satude do consumidor, melhorando o equilibrio da flora
microbiana (FAO /WHO, 2002). A fim de alcancar estes beneficios € necessario o consumo continuo
dos probioticos, e estes devem permanecer com confagens minimas de 10° UFC/ g quando atingirem o
intestino (FAO /WHO, 2002). Entretanto, os probioticos em geral. e algumas estirpes em particular.
tém baixa resisténcia a presenca de oxigénio, luz. pH e temperatura. condicdes que influenciam na sua
viabilidade (Mukai-Corréa. 2008; Martin et al.. 2015). Um exemplo. consiste no género lactobacilos. o
qual apresenta temperatura ideal de crescimento entre 35°C e 45°C. com baixo crescimento em
temperaturas inferiores a 15°C (Bergey’s. 2000).

Dessa forma. a gelificacdo idnica externa tem se demonstrado uma técnica viavel de
microencapsulacdo dessas culturas. pois € realizado em temperatura ambiente e nio causa danos as
células bacterianas, conferindo maior viabilidade destes quando comparados a micro-organismos
livres. Este método consiste em um processo fisico de microencapsulacio de probidticos em
polimeros. a qual € realizada por atomizacdo de uma solucdo contendo o polimero e a cultura
probiotica. por meio de um bocal de alta pressdo. que ira gotejar em uma solucéo contendo cloreto de
calcio (CaCly). para que ocorra a solidificacdo por gelatinizacdo ionica (Etchepare et al.. 2016).

Polimeros naturais tém sido estudados. como a pectina. matéria-prima que pode ser obtida
comercialmente ou a partir da extracdo de residuos da industria citrica. As pectinas consistem em
complexos de polissacarideos estruturais presentes em varios tecidos vegetais, apresentam carater
hidrofilico. devido a presenca de grupos polares. e por isso. tem a propriedade de envolver grande
quantidade de 4gua. produzindo uma solucio viscosa. E amplamente utilizada na inddstria de
alimentos. devido sua capacidade de formar géis (Araujo., 2006). Assim. o objetivo deste trabalho
consistiu na obtencdo de microparticulas de pectina obtidas por gelificacdo idnica externa como agente
encapsulante de Lactobacillus acidophilus no intuito de proteger e aumentar a viabilidade do
probidtico durante o armazenamento refrigerado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Os materiais utilizados foram: cultura probidtica de Lactobacillus acidophilus La-14 (Danisco,
Sdo Paulo. Brasil), pectina citrica de baixa metoxilacdo (CPKelco, Brasil S/A). cloreto de calcio
(Vetec, Rio de Janeiro. Brasil). agar MRS (Himedia, Curitiba, Parana, Brasil) e caldo MRS (Himedia.
Curitiba. Parana. Brasil).

2.2 Métodos

Preparo da cultura probiotica: Foram pesados lg da cultura probidtica Lacfobacillus
acidophilus. em 100 mL de caldo MRS e incubados em estufa a 37°C por 15 horas. Posteriormente.
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centrifugou-se a cultura & 4670 G, 2°C por 15 minutos, e descartou-se o caldo sobrenadante. Lavou-se
a biomassa com 1 mL de solu¢do salina (NaCl 0,85%). Para a determinacdo da contagem probidtica
diluiu-se 1 ml da matriz, contendo a cultura, em solucdo salina estéril 0.9% até a diluicdo de 1012, para
obtencdo de aproximadamente 12 log UFC g'l. as quais foram plaqueadas em agar MRS e incubadas
em jarras com geradores de anaerobiose em estufa bacterioldgica a 37°C por 72h.

Producido de microparticulas de pectina por gelificacdo idnica externa: As particulas foram
produzidas por gelificacdo ionica, seguindo a metodologia descrita por Boscariolli (2010), onde uma
solucéio aquosa de pectina 2% foi pulverizada por meio de um atomizador de duplo fluido, medindo 1
mm de diametro e distante 12 cm entre a ponta doqatomizador e a solucdo de cloreto de calcio (0.1M).
A pressdo de ar comprimido foi de 0,688 Kgt/em™ e a velocidade de 0,555 mL/h, conforme Souza et
al. (2012) com adaptacdes. As microparticulas permaneceram por 30 minutos em contato com o
cloreto de calcio para endurecimento. e posteriormente foram lavadas com agua estéril e filtradas.

Tamanho meédio de distribuicdo das microparticulas: O tamanho medio das microparticulas
umidas refrigeradas foi avaliado no equipamento Mastersizer 2000, unidade de amostragem Hydro
20008 (Malvern, Germany). utilizando agua como meio de dispersao.

Microscopia dtica: A morfologia das microparticulas foi observada em microscopio otico
(Carl Zeiss Axio Scope Al. Oberkochen. Germany).

Viabilidade da cultura probidtica microencapsulada: A viabilidade das cepas probioticas
contidas nas microparticulas foi determinada através da contagem bacteriana total por meio de
plaqueamento em agar MRS e incubacdo a 37°C por 72 horas em jarras contendo geradores de
anaerobiose. As microparticulas obtidas foram acondicionadas em coletores estéreis e armazenadas
sob temperatura de refrigeracdo (5°C) para o acompanhamento da vida de prateleira. As analises
foram realizadas quinzenalmente, durante 60 dias de acondicionamento refrigerado (5°C). segundo
Oliveira et al. (2007).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tamanho médio de distribuicio das microparticulas

A Tabela 1. demonstra os resultados obtidos para os tamanhos meédios das microparticulas.
Tabela 1 — Distribuicdo de tamanho das microparticulas de pectina.

Dn (10) Dn (50) Dn(90) (um) D 4:3 (pm) Indice de
Microparticula (nm) (nm) dispersdo
de pectina (Spam)
25,31 90,17 260.65 224.50 1,73

Dn (10), Dn (50), Dn (90) representam as médias de distribui¢fio de tamanho em micrometros e D 4;3 € o valor
da média de tamanho da particula.

A distribuicdo de tamanho das particulas apresentou-se normal. no entanto. os valores
indicaram uma grande variedade de tamanho. como mostra os valores das médias de distribuicdo, Dn
(10). Dn (50). Dn (90) na Tabela 1. Segundo a literatura, esse efeito ¢ atribuido ao uso do atomizador
de duplo fluido para produzir as microparticulas. devido aos fatores de: vazdo do ar comprimido,

REALIZACAO ORGANIZACAO

sBCTA-RS

" 6° Simposio 1, dando Mitos

74



6° Simpésio
N“’ de Seg':m: 1¢C
Alimentar

viscosidade da solucdo do polissacarideo. distancia do atomizador a solugdo de cloreto de calcio e a
concentracdo da solucdo de cloreto de calcio (Aguilar et al.. 2015). Enquanto que o tamanho médio
das microparticulas de pectina. situou-se entre 224.5 pm. Resultados semelhantes foram encontrados
por Aguilar et al. (2015) quando produziram microparticulas de pectina-alginato com o tamanho
meédio de 261 pum. Entretanto. Gadalla et al. (2015) produziram microparticulas de pectina-quitosana
com tamanho médio de 580 pm a 720 pm (Gadalla et al.. 2015). O parametro de tamanho de
particulas ¢ um dos mais relevantes para a incorporacdo dos probidticos microencapsulados em
produtos alimenticios. pois quanto menor o seu tamanho. menor sera a sua percepcdo e textura quando
incorporado a um alimento (Burgain. et al. 2011).

3.2 Caracterizaciio morfolégica das microparticulas

As imagens obtidas por microscopia Otica apresentaram as caracteristicas morfologicas das
microparticulas de pectina e estdo ilustradas na Figura 1.

Figura 1 — Microscopia dtica das microparticulas de pectina contendo Lactobacillus acidophilus (40x).

Fonte: préprio autor.

Por meio das imagens de morfologia das microparticulas de pectina (Figura 1). verificou-se
que apresentaram forma esférica contendo os micro-organismos distribuidos uniformemente por toda
particula. como indicam as setas na figura. Rodrigues et al. (2014) e Mukai-Correa et al. (2008)
fambém obtiveram microcapsulas umidas por gelificacdo i6nica de forma esférica ou
aproximadamente esféricas.

3.3 Viabilidade da cultura probiética microencapsulada durante 60 dias de
armazenamento refrigerado

A viabilidade da cultura probidtica de Lactobacillus acidophilus livre e microencapsulas em
pectina 2%. foram analisadas durante 60 dias de armazenamento refrigerado (5°C). e os resultados
encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Viabilidade de Lactobacillus acidophilus (log UFC/g) armazenados a 5°C por 60 dias.
Periodo de armazenamento (dias)

Probioticos 0 15 30 45 60
Livres 12,54 10.31% 6.92% 4,877 2,62
Microencapsulados 8,752 6.49°3 6.365 6.08"3 537"

Letra mintiscula na coluna: diferenca significativa entre as amostras no mesmo dia. Letra maiiscula na lmha:
diferenca significativa da mesma amostra em dias diferentes (Teste de Tukey p <0,05). Os valores obtidos sdo as
médias das triplicatas.

REALIZACAC ORGANIZACAO

\e

sbCTA-RS offie

vewwolficesvemos.com.br

75




76

6° Simposio .
! Desvendando Mitos
m “’ de Seguran;a 15a18demaiode 2018

Ll
Alimentar FAURGS - Gramado - RS

Analisando a Tabela 2. € possivel observar que houve diferenca significativa (p<<0.05) entre as
contagens dos probiodticos livres comparados aos microencapsulados, principalmente nos primeiros 15
dias de armazenamento, com reducdes acima de 3 ciclos logaritmicos. Em um primeiro momento, este
resultado demonstrou reducdo da viabilidade inicial da cultura microencapsulada para se realizar testes
de armazenamento, visto que o principal requisito de cultura probiotica € manter-se viavel e em niveis
acima de 6 log UFC/g (FAO/OMS. 2001). Sobretudo. a cultura livre apresentou menor viabilidade que
a cultura microencapsulada ao longo do armazenamento refrigerado.

Quanto a viabilidade das culturas microencapsuladas armazenadas a temperatura de
refrigeracdo. pode-se dizer que houve um decréscimo significativo inicial. do dia zero aos 15 dias de
armazenamento, apresentando diferencas significativas (p<0.05). Atribuiu-se essa reducdo na
viabilidade microbiana, a adaptagdo do micro-organismo microencapsulado a temperatura de
refrigeracdio, pois no restante dos dias analisados. houve menor reducio microbiana e manteve-se a
viabilidade do probidtico até os 45 dias de armazenamento. Etchepare (2016) também observou uma
reducdo significativa, também acima de 3 ciclos logaritimos. nas contagens de L. acidophilus
microenpsulado em matriz de alginato de sodio. do dia zero (9.78 log UFC/g) aos 15 dias (6.70 log
UFC/g) de armazenamento refrigerado. Os estudos de Etchepare (2016) corroboram com o 110ss0, pois
observou-se 0 mesmo comportamento para a cultura probiotica em estudo, ambos trabalhos apontam
que o micro-organismo sofreu danos provocados pela baixa temperatura, mesmo estando
microencapsulado. Apds os 15 dias de armazenamento. as redugdes microbianas, foram amenas,
sugerindo que o micro-organismo microencapsulado adaptou-se a essa condicdo. 0 que nio aconteceu
com a cultura livre, que nio apresentou resisténcia a baixa temperatura e reduziu significativamente.

Aos 60 dias de armazenamento tanto os probidticos livres. quanto os microencapsulados
apresentaram-se inviabilizados, pois as contagens estavam abaixo de 6 log UFC/g. Neste periodo de
analise, deve-se fazer uma ressalva, pois as microparticulas umidas de pectina apresentaram
contaminacio visivel por fungos deteriorantes, o que pode ter favorecido a degradacdo da particula e
do micro-organismo, uma vez que o conteudo de agua de particulas probioticas € um fator critico que
influencia a estabilidade da bactéria durante o armazenamento (Etchepare, 2016).

Assim, pode-se dizer que aos 45 dias de armazenamento refrigerado. as microparticulas de
pectina mantiveram a quantidade minima exigida de viabilidade dos probioticos (6.08 log UFC/g)
comparada aos probioticos livres que apresentaram menor vida de prateleira. 30 dias de
armazenamento refrigerado.

4. CONCLUSOES

Os resultados mostraram que as microparticulas de pectina contendo Lacfobacillus
acidophilus apresentaram melhores resultados de viabilidade do probiotico no decorrer dos 60 dias de
armazenamento, sob temperatura de refrigeracdo. quando comparados a cultura livre. Além disso, os
resultados de tamanho medio e morfologia de particula foram adequados, demonstrando que a técnica
de gelificacdo idnica externa e o revestimento de pectina podem ser ufilizados com para aplicacdo
destes micro-organismos microencapsulados em alimentos refrigerados.
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3. DISCUSSAO GERAL

Nesse trabalho foi avaliada a viabilidade de Lactobacillus acidophilus livre e
microencapsulado por gelificacdo ibnica externa, em matriz de pectina com até trés

camadas adsorvidas, intercalando pectina e concentrado proteico do soro de leite.

Em relacéo a eficiéncia de encapsulacdo observou-se que a producédo de
microparticulas Umidas por gelificacdo ibnica utilizando a pectina como matriz
encapsulante (LA/P0O) resultou em uma eficiéncia de encapsulacdo de 87,91%.
Sobretudo, a boa eficiéncia observada pode estar associada a técnica de atomizagdo em
temperatura ambiente utilizada para produzir as microparticulas, que evitou a perda do
material microencapsulado durante o processo de producdo (MUKAI-CORREA, 2008;
BURGAIN et al., 2011). No entanto, quando camadas de concentrado proteico do soro e
pectina foram adsorvidas houve reducéo na eficiéncia de encapsulagéo, ficando entre
62% e 77% para as particulas Umidas. Na producdo das particulas liofilizadas ndo se
observou 0 mesmo comportamento, ou seja, a particula com melhor eficiéncia de
encapsulacdo foi a LA/P1 com 57,02% caracterizando o processo com perda probidtica.

Evitar a perda da viabilidade dos probidticos é de extrema importancia para a
microencapsulacdo. Segundo Gadalla et al. (2015), Picot & Lacroix (2004) e Mukai-
Correa, (2008), estas variacBes no rendimento da microencapsulacdo dependem da
composicdo do agente encapsulante, do composto bioativo encapsulado, da técnica e

dos procedimentos utilizados para produzir as microparticulas.

A distribuicdo de tamanho das microparticulas apresentou-se normal para as
microparticulas obtidas pela técnica de gelificacdo ibnica, pois todos os tamanhos
obtidos independente da composicdo, estdo na faixa de distribuicdo de tamanho
apontada por Burgain et al. (2011), ou seja, maiores que 100 até 4000 pm.

Comparando os resultados de distribuicdo de tamanho, as microparticulas
multicamadas Umidas apresentaram tamanhos entre 236,0 um e 223,0 um, ou seja,
menores que as particulas multicamadas liofilizadas que apresentaram tamanhos entre
421,1 ym e 468,2 pum. A microparticula LA/PO, produzida apenas com a matriz
encapsulante, foi a maior entre as Umidas, 477,6 um, e entre as liofilizadas, 575,2 um,
demonstrando que independente do processo utilizado, a adsorcdo de camadas,
concentrado proteico do soro e pectina, reduziu o tamanho das microparticulas

avaliadas. Segundo Célis (2014) e Souza et al. (2012) as particulas de pectina sem
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recobrimento sdo visivelmente maiores que as particulas de pectina recobertas com
proteina, devido a interacdo eletrostatica que ocorre entre elas.

De acordo com Burgain et al. (2011) a técnica de gelificacdo idnica pode
promover particulas com tamanhos variados, dependendo da distancia entre o bico
atomizador e a solugdo de cloreto de célcio e o didmetro do bico. O tamanho das
microparticulas é um pardmetro obrigatdrio na selecdo de sua aplicacdo em alimentos,
pois pode causar alteracOes sensoriais nos produtos, o que ndo € desejavel,
especialmente se a textura do produto € influenciada negativamente (SILVA et al.,
2018).

Quanto a morfologia das particulas, as imagens obtidas por microscopia Otica e
MEV (Figura 1 — manuscrito 2) demonstrou que os Lactobacillus acidophilus foram
encapsulados e distribuidos por toda microparticula, de forma homogénea em todas as
microparticulas produzidas. As particulas Umidas apresentaram-se esféricas e levemente
ovais, muito semelhantes entre si, embora a composicédo de particulas sejam diferentes.
Embora as microparticulas deste estudo, ndo tenham apresentado tamanhos reduzidos,
menores que 100 um, o que € possivel com o uso de outras técnicas (NUNES et al.,
2017; HOLKEM et al., 2016), apresentaram-se levemente esféricas, caracteristica
relevante para serem introduzidas em alimentos e ndo serem detectadas sensorialmente,
pois serdo menos detectaveis que particulas irregulares.

Souza et al. (2012) também encontraram material encapsulado difundido
homogeneamente em toda particula de pectina com revestimento proteico.

Nas micrografias obtidas no MEV, os resultados apontaram a superficie das
microparticulas com os L. acidophilus distribuidos homogeneamente, porém
descaracterizadas pelo processo de liofilizagdo, exibindo colapsos na parede das
particulas. A perda da estrutura capsular, das microparticulas Umidas, se refere a
desidratacdo acentuada dos géis polissacaridicos quando submetidos ao processo de
liofilizacdo (SAGIS et al., 2015). Da mesma forma, Aguilar et al. (2015) produziram
microparticulas de alginato-pectina por gelificagdo idnica com e sem revestimento
proteico e as particulas liofilizadas mostraram superficies enrugadas e distintas da sua
forma esférica original, independentemente do tipo de proteina utilizada. Segundo o
mesmo autor, a presenca de rugosidade na superficie pode estar associada a adesdo da

camada de proteina as microparticulas.
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A desidratacdo de geéis polissacaridicos liofilizados, em pressfes reduzidas de
congelamento, pode levar a formacdo de cristais de gelo que sublimam rompendo estes
géis, originando poros em sua superficie (ETCHEPARE et al., 2016). No entanto, estes
poros podem ter sido minimos, ndo afetando a viabilidade celular, sendo assim, as
caracteristicas morfoldgicas das particulas Umidas ndo implicaram em efeitos negativos
em relacdo a manutencédo da viabilidade dos L. acidophilus.

A microencapsula¢do pode melhorar a sobrevivéncia dos probioticos durante a
passagem pelo trato gastrointestinal humano, assim os probioticos encapsulados devem
resistir a passagem pela porcdo acida e alcancar a porcdo intestinal com contagens
acima de 6 ciclos logaritmicos para confirmar a viabilidade celular (TRIPATHI; GIRI,
2014).

No presente estudo, observou-se que a exposi¢do aos fluidos gastricos (pH 2,0)
foi critico para a célula livre de Lactobacillus acidophilus que apresentou uma reducéo
de 7,69 log UFC/g de viabilidade, e quando exposta aos pHs de 5,0 e 6,5 ndo apresentou
viabilidade minima, mostrando que ndo resistiu ao teste. Também investigando os
efeitos do pH, nas particulas e células livres, Dafe et al. (2017) avaliaram Lactobacillus
plantarum, livre e encapsulado, em pectina e pectina e amido frente as condicbes
gastrointestinais e observaram que, as células livres foram quase totalmente destruidas,
enquanto que, as particulas de pectina e pectina e amido, contendo o probiotico
apresentaram baixas viabilidades, 5,15 log UFC/g e 6,67 log UFC/g, respectivamente.

Em contrapartida, as particulas de pectina com e sem revestimento proteico
apresentaram comportamentos diferenciados. A pectina por ser uma molécula de cadeia
longa apresenta baixa estabilidade e, em meio &cido sofre destruicdo se houver
influéncia de calor (BRAGANTE, 2009), essa caracteristica é relevante para o uso da
pectina como matriz encapsulante de probidticos, visto que apresenta uma grande
vantagem para a aplicacdo do teste gastrointestinal.

A particula de pectina (LA/PO) umida apresentou resisténcia e viabilidade
durante a simulacdo do teste, com perfil de liberacdo de 7,58 log UFC/g na porgéo
intestinal. No entanto, a mesma particula, porém liofilizada nédo resistiu e apresentou
morte celular durante a simulacdo do teste gastrointestinal in vitro. De acordo com
Tello et al. (2015) particulas produzidas com pectina apresentam a textura visivelmente
mais fragil que particulas produzidas com revestimento ou misturada a outro polimero,
como o alginato, por exemplo. Na formacdo da particula de pectina pode ser atribuido

um menor nimero de ligacGes cruzadas realizadas entre os grupos carboxila da pectina
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com os ions célcio; ainda, a presenca de grupos amida na estrutura da pectina pode ter
levado a um menor nimero de grupos carboxilicos disponiveis para formar a ligacao
idnica, resultando em particulas com menos célcio, formando uma particula mais frégil
(TELLO et al., 2015). Embora seja a mesma particula formada, os processos utilizados
foram os responsaveis pelos resultados encontrados, ou seja, o congelamento seguido da
liofilizacdo foi indesejavel para a particula de pectina, a qual apresenta uma estrutura
sensivel aos cristais de gelo formados pelas suas moléculas de agua, que romperam a
matriz expondo os probioticos as variagdes severas de pH do teste.

As particulas Umidas que apresentam desempenho semelhante no teste
gastrointestinal, foram as formadas com uma e duas camadas de proteina do soro,
LA/P1 e LA/P3, pois ambas apresentaram baixa permeabilidade em condic¢des acidas do
estdmago e alta permeabilidade ao ambiente neutro do intestino, com liberacdo de 9,24
log UFC/g (LA/P1) e 9,81 log UFC/g(LA/P3). Além da pectina ndo ser degradada no
estdbmago, por ser prebidtica, as beta-lactoglobulinas também sdo responsaveis por
conferir resisténcia a acdo de acidos e enzimas proteoliticas presentes no estbmago. No
estudo de Etchepare et al. (2016) os pesquisadores constataram melhor viabilidade de L.
acidophilus na porcdo gastrica do trato gastrointestinal com particulas de alginato
revestidas com quitosana quando comparadas as de alginato.

As mesmas particulas na forma liofilizada, ndo apresentaram comportamento
semelhante, o perfil de liberacdo da LA/P3 foi superior a LA/P1. A LA/P3 apresentou
10,03 log UFC/g ao final do teste, enquanto que a LA/P1 apresentou 6,21 log UFC/g.
Deste modo, concluiu-se que a liofilizacdo pode alterar a estrutura de parede das
particulas sem revestimento ou com um revestimento. Entretanto, neste estudo, a
LA/P3, particula com maior nUmero de camadas adsorvidas, sendo duas delas formadas
de concentrado proteico do soro, ndo sofreu influéncia negativa do processo de secagem
e garantiu a protecdo e manutencgéo da viabilidade do L. acidophilus microencapsulado
durante a simulacdo gastrointestinal in vitro.

Quanto aos tratamentos térmicos aplicados pode-se dizer que as células livres de
L.acidophilus ndo apresentaram resisténcia ao tratamento de 63°C/30 min perdendo a
sua viabilidade, no entanto, resistiram ao tratamento de 72°C/15 s com contagens de
7,84 log UFC/g. Cavalheiro (2016) avaliou os efeitos do tratamento térmico de 70°C /5
min sob Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium livres e observou que ambos
apresentaram redugdo na viabilidade, no entanto, E. faecium demonstrou-se mais

resistente ao tratamento térmico a 70°C por curto periodo de tempo.
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Quanto a aplicacdo do tratamento térmico de 63°C/30 min as particulas imidas
contendo Lactobacillus acidophilus observou-se melhor resisténcia para as particulas
LA/P1 com contagens de 9,57 log UFC/g, LA/P3 com contagens de 8,64 log UFC/g e
LA/PO com contagens de 8,22log UFC/g. As particulas formadas com e sem
multicamadas, Umidas, demonstraram-se resistentes ao tratamento térmico de 72°C /15
s, todas, exceto a LA/P2 (5,61 log UFC/g), apresentaram contagens acima de 6 log
UFC/g.

Quanto ao monitoramento da viabilidade dos L. acidophilus livres e
microencapsulados observou-se que tanto as particulas Umidas quanto as liofilizadas
ndo apresentaram viabilidade prolongada durante o armazenamento a temperatura
ambiente (25°C), sendo que as particulas que apresentaram melhor estabilidade foram a
LA/PO (7,07 log UFC/g) Umida e a LA/P1 (6,24 log UFC/qg) liofilizada, ambas aos 75
dias de armazenamento. Enquanto que, os lactobacilos livres resistiram viaveis (6,20
log UFC/g) por 105 dias de armazenamento nessa temperatura.

Apesar do bom desempenho dos lactobacilos livres no acondicionamento a
25°C, em -18°C observou-se que em 60 dias, ndo apresentavam mais viabilidade (5,74
log UFC/g) diferindo significativamente (p<0,05) dos demais microencapsulados. Ao
longo do armazenamento em temperatura de congelamento, as particulas liofilizadas
LA/P1 e LA/P3 ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) e apresentaram
viabilidade acima de 7 log UFC/g aos 120 dias. Embora a LA/P2 também tenha
resistido viavel aos 120 dias a -18°C (6,69 log UFC/g). Ja para as particulas imidas, o
armazenamento a temperaturas tdo reduzidas demostrou-se mais severo, pois apenas a
LA/P1 resistiu aos 120 dias com viabilidade e a LA/P3 com 105 dias.

O armazenamento a temperatura de refrigeracdo por 120 dias, demonstrou-se
adequado para as particulas LA/P1, LA/P2 e LA/P3 liofilizadas que apresentaram
contagens acima de 7 log UFC/g garantindo sua viabilidade, enquanto que os
lactobacilos livres e os microencapsulados em LA/PO resistiram por 60 dias viaveis.
Essa mesma particula, porém na forma Umida (LA/PO), foi a que apresentou melhor
viabilidade a 5°C, resistindo por 75 dias, demonstrando que mesmo sem adsorcdo de
camada proteica, a particula de pectina foi superior as demais particulas e ao probidtico
livre. A justificativa para a particula ter apresentado comportamento superior pode estar
relacionada com a técnica de obtencdo (gelificagdo i6nica), o procedimento de producao
(solugéo de pectina 2% em pH 4,0) e o material encapsulante, a pectina de baixo teor

de metoxilacdo, pois os ions carboxilicos livres da pectina formam ligacGes covalentes
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com os ions célcio, do cloreto, influenciando o mecanismo de gelificacdo, em pH 4,0
produzindo particulas mais viscosas, talvez por isso mais resistentes a baixa
temperatura.

Diante dos resultados obtidos de viabilidade de L.acidophilus armazenado em
diferentes temperaturas, concluiu-se que as particulas liofilizadas apresentaram
desempenho superior, quando comparadas aos resultados obtidos pelas particulas
Umidas, o que foi atribuido a adsorcdo de camadas, de pectina e proteina, que
promoveram maior protecdo ao probidtico encapsulado liofilizado. Também atribuiu-se
ao desempenho inferior das particulas umidas, o teor de agua das mesmas, pois 0
elevado teor de umidade ndo é desejavel, uma vez que elas se tornam mais suscetiveis a
contaminacdo microbiana que influencia na viabilidade do probidtico (AGUILAR et al.,
2015).

De acordo com o exposto, conclui-se que a manutencdo da viabilidade dos
probidticos durante o armazenamento € importante a fim de possibilitar a aplicagéo pela
indUstria (CAVALHEIRO, 2016). Sendo assim, a manuten¢éo da viabilidade pelo maior
periodo de tempo possivel, neste estudo 120 dias, foi alcancado pelas particulas
liofilizadas LA/P1 e LA/P3 armazenadas a -18°C e 5°C que apresentaram neste periodo
contagens acima de 7 log UFC /g. Atribuiu-se esse resultado a caracterizagdo destas
particulas, a LA/P1 formada de pectina (2%) e uma camada de concentrado proteico do
soro (2%) e a LA/P3, formada de pectina (2%), 1 camada de concentrado proteico (2%),
1 camada de pectina (0,3%) e por fim, 1 camada de concentrado proteico (0,5%), ou
seja, o efeito das multicamadas, aumentou a concentragdo do material encapsulante e
influenciou a sobrevivéncia do probidtico. Ainda, diante do exposto, o efeito alcancado
atende a legislacdo, a qual define que o probidtico ideal deve manter-se viavel,
metabolicamente ativo, e em quantidades suficientes, no minimo 6 log UFC /g durante
todo o periodo de armazenamento do produto, assim como resistir as condigdes do
sistema gastrointestinal, para colonizar o intestino e promover seus efeitos benéficos
(FAO/WHO, 2002).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As particulas foram caracterizadas como ligeiramente esféricas e a eficiéncia de
encapsulacdo sofreu alteracdo quando camadas foram adsorvidas, tanto para as
particulas imidas quanto as liofilizadas. No entanto, a adsorcao de concentrado proteico
do soro de leite reduziu o tamanho das particulas que variaram entre 236,0 — 208,0 um
para as microparticulas umidas e, entre 421,1 — 468,2 um para as liofilizadas.

As particulas liofilizadas que apresentaram adsor¢do de camadas, ou seja,
LA/P1, LA/P2 e LA/P3 protegeram os Lactobacillus acidophilus frente aos testes
gastrointestinais simulados. As particulas Umidas que apresentaram viabilidade frente
ao teste de simulacdo in vitro, foram a LA/PO, LA/P1 e LA/P3, enquanto que o0s

lactobacilos livres ndo resistiram ao teste.

Ainda, as mesmas particulas liofilizadas que apresentaram adsorcdo de camadas
(LA/PL, LA/P2 e LA/P3), apresentaram relevante resisténcia ao tratamento térmico de
72°C por 15 s, com reduzida perda de viabilidade quando comparada a contagem inicial,
enguanto que os lactobacilos livres, resistiram ao teste, mas apresentaram reducdo de
5,4 log UFC/g em relacdo a contagem inicial. Quanto ao desempenho das particulas
umidas, a melhor resisténcia térmica foi observada para a particula LA/P1, pois resistiu
a exposicdo a 63°C por 30 min, sem diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo a

contagem inicial (9,57 log UFC/qg).

Quanto as condicdes de estocagem, as melhores viabilidades apresentadas pelas
particulas umidas foram obtidas sob temperatura de -18 °C, com contagens de 7,86 log
UFC/g para a LA/P1 ao final do periodo (120 dias) e 6,55 log UFC/g para a LA/P3 por
105 dias. Enquanto que as particulas liofilizadas, LA/P1, LA/P2 e LA/P3 apresentaram
Otima resisténcia ao periodo de 120 dias com viabilidade em torno de 7 log UFC/g

quando estocadas as temperaturas de refrigeracdo (5°C) e congelamento (-18°C).

Este estudo mostrou que foi possivel produzir microparticulas por gelificacdo
ibnica externa associada a interacdo eletrostatica a partir de particulas de pectina e
concentrado proteico do soro de leite (WPC) adsorvidas sequencialmente em até trés
camadas para protecdo e manutengdo da viabilidade de Lactobacillus acidophilus. A
producdo de particulas de pectina multicamadas neste estudo foi relevante, pois em

todos os teste aplicados, foi comparada a particula de pectina sem camada adsorvida e
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ao probidtico livre e demonstrou viabilidade satisfatoria. O probi6tico livre nédo resistiu
ao teste gastrointestinal e ao tratamento térmico de 63°C/ 30 min e o maior tempo viével
de armazenamento foi a temperatura de 25 °C por 105 dias. Enquanto que a maioria das
particulas apresentaram resultados de resisténcia ao teste gastrointestinal, aos
tratamentos térmicos e resisténcia as baixas temperaturas de armazenamento por longo
periodo de tempo. Novos trabalhos visando a aplicacdo destas particulas em alimentos
devem ser realizadas, bem como avaliar outros materiais que promovam estabilidade

dos probidticos em temperatura ambiente.
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