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RESUMO

PRODUCAO DE MICROCAPSULAS PROBIOTICAS POR COACERVACAO
COMPLEXA ASSOCIADA A RETICULACAO ENZIMATICA E APLICACAO EM
SUCOS DE FRUTA

AUTORA: Thaiane Marques da Silva
ORIENTADOR: Cristiano Ragagnin de Menezes
COORIENTADORA: Cristiane de Bona da Silva

O objetivo deste trabalho consistiu em desenvolver microcapsulas contendo L. acidophilus LA-02
por coacervacdo complexa associada a reticulagdo com transglutaminase para aumentar a
viabilidade da cultura probi6tica ap6s aplicacdo em suco de laranja e suco de macd. As
microcépsulas foram produzidas com gelatina e goma arabica (1:1), com posterior reticulagdo das
microcdpsulas com 2,5 e 50 U de transglutaminase/g de gelatina, tratamentos 1 e 2,
respectivamente, sendo produzidas nas formas Umida e seca. As analises a seguir foram realizadas
para os probioticos na forma livre e nas microcapsulas, sem e com reticulagdo. Foram avaliadas a
eficiéncia de encapsulacdo e a morfologia, no intuito de caracterizar as microcapsulas. Também
foi avaliada a viabilidade dos probioticos apds a exposicdo as condi¢Oes gastrointestinais
simuladas, em exposicdo a tratamentos termicos e durante armazenamento em diferentes
condicOes de temperatura por 60 dias. Nos sucos de frutas, somente microcapsulas imidas foram
adicionadas e foram avaliadas as concentragdes de probidticos adicionados aos sucos (10 e 30%),
a viabilidade em armazenamento nos sucos por 63 dias a 4°C e as condi¢des de pH e solidos
solUveis totais dos sucos de fruta. O processo de microencapsulacdo associado a reticulagdo com
transglutaminase apresentou alta eficiéncia de encapsulacdo. A morfologia foi semelhante para
microcdpsulas com e sem reticulacdo, apresentando-se esfericas e multinucleadas, sendo que a
reticulacdo influenciou o diametro medio das microcapsulas secas. As microcapsulas
apresentaram resisténcia em condi¢des gastrointestinais simuladas e frente ao tratamento térmico,
sendo essa resisténcia ampliada nas microcapsulas reticuladas e secas. Sob armazenamento, as
microcépsulas na forma Umida ofereceram melhores condi¢es de sobrevivéncia aos probioticos,
sendo a temperatura de congelamento a mais adequada e o efeito da reticulagdo com
transglutaminase mais evidente na temperatura de refrigeracdo. Quanto aos sucos de fruta, o suco
de laranja foi 0 mais adequado proporcionando a sobrevivéncia dos probi6ticos por 63 dias (8,12
log UFC mL™), nas microcapsulas. No suco de magi, o processo de reticulagio associado a
concentracdo de 30% de microcapsulas foi mais adequado, proporcionando viabilidade aos
probidticos por 35 dias (7,68 log UFC mL™). Foi observado que o fator mais relevante para a
sobrevivéncia dos probidticos foi o pH dos sucos e que as variagdes de pH e solidos soluveis
totais dos sucos de frutas estd relacionada a atividade metabdlica dos probidticos. Portanto, a
coacervacdo complexa associada a transglutaminase proporcionou a prote¢do aos probioticos
frente a condigdes adversas como o trato gastrointestinal e o tratamento térmico, bem como
proporcionou viabilidade aos probidticos sob armazenamento em sucos de fruta por até 63 dias a
4°C.

Palavras-chave: Microencapsulagéo. L. acidophilus. Transglutaminase. Suco de laranja. Suco de
maca.






ABSTRACT

PRODUCTION OF PROBIOTIC MICROCASULES BY COMPLEX
COACERVATION ASSOCIATED WITH ENZYMATIC HARNESS AND
APPLICATION IN FRUIT JUICES

AUTHOR: Thaiane Marques da Silva
ADVISOR: Cristiano Ragagnin de Menezes
CO-ADVISOR: Cristiane de Bona da Silva

The objective of this work was to develop microcapsules containing L. acidophilus LA-02 by
complex coacervation associated with crosslinking with transglutaminase to increase the
viability of the probiotic culture after application in orange juice and apple juice. The
microcapsules were produced with gelatin and gum arabic (1:1), with subsequent crosslinking
of the microcapsules with 2.5 and 5.0 U of transglutaminase / g of gelatin, treatments 1 and 2,
respectively, being produced in wet and dry forms. The following analyzes were performed
for probiotics in free form and in microcapsules, without and with crosslinking. Encapsulation
efficiency and morphology were evaluated in order to characterize the microcapsules. The
viability of probiotics was also evaluated after exposure to simulated gastrointestinal
conditions, exposed to heat treatments and during storage under different temperature
conditions for 60 days. In fruit juices, only moist microcapsules were added and the
concentrations of probiotics added to the juices (10 and 30%), the viability in storage in the
juices for 63 days at 4°C and the pH conditions and total soluble solids of the fruit juices. The
microencapsulation process associated with cross-linking with transglutaminase showed high
encapsulation efficiency. The morphology was similar for microcapsules with and without
crosslinking, being spherical and multinucleated, and the crosslinking influenced the average
diameter of the dry microcapsules. The microcapsules showed resistance in simulated
gastrointestinal conditions and in the face of heat treatment, and this resistance was increased
in dry and reticulated microcapsules. Under storage, the microcapsules in the wet form
offered better survival conditions for the probiotics, with the freezing temperature being the
most appropriate and the effect of cross-linking with transglutaminase most evident in the
refrigeration temperature. As for fruit juices, orange juice was the most adequate, providing
probiotics for 63 days (8.12 log CFU mL™) survival, in microcapsules. In apple juice, the
cross-linking process associated with a concentration of 30% microcapsules was more
appropriate, providing viability to probiotics for 35 days (7.68 log CFU mL™). It was
observed that the most relevant factor for the survival of the probiotics was the pH of the
juices and that the variations in pH and total soluble solids of the fruit juices are related to the
metabolic activity of the probiotics. Therefore, the complex coacervation associated with
transglutaminase provided protection to probiotics against adverse conditions such as the
gastrointestinal tract and heat treatment, as well as providing viability to probiotics under
storage in fruit juices for up to 63 days at 4°C.

Keywords: Microencapsulation. L. acidophilus. Transglutaminase. Orange juice. Apple juice.
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APRESENTACAO

Esta tese segue as normas estabelecidas na Estrutura e Apresentacdo do Manual de
Dissertacbes e Teses da UFSM — MDT (2015). Os dados do presente estudo estdo
apresentados no formato de artigos cientificos e capitulo de livro, sendo a tese composta por
um artigo cientifico (Revista Food Research International, Qualis CAPES Al) e um capitulo
de livro (e-Book Avancos e Desafios da Nutricdo IV) publicados; e dois manuscritos, um de
revisao bibliografica, que serd submetido a Revista Ciéncia Rural e o outro de carater
cientifico, com resultados da pesquisa, que sera submetido a Revista Food Research
International. Por fim, encontram-se os itens DISCUSSAQ, onde sera apresentando uma
compilacdo de interpretacGes e comentarios a respeito dos resultados abordados nos artigos e
manuscritos, e CONCLUSAO. As REFERENCIAS dizem respeito as cita¢des encontradas
nos itens INTRODUCAO, REFERENCIAL TEORICO e DISCUSSAO dessa tese.
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1 INTRODUCAO

O mercado global de bebidas esta em crescente ascensdo. Desde 1996 teve um
aumento de 31% em termos de vendas (BARUKCIC; JAKOPOVIC; BOZANIC, 2019).
Nesse sentido, o consumo de sucos de frutas e néctares correspondeu a 36,2 bilhGes de litros
em 2017 (ASSOCIACAO EUROPEIA DE SUCOS DE FRUTA, 2018). No Brasil, sucos de
frutas e néctares sdo um importante segmento no mercado de bebidas, crescendo
aproximadamente 9% ao ano (SANTOS et al., 2018).

Além de grande importancia no mercado, as frutas estdo entre os alimentos mais
importantes, pois além de fornecerem nutrientes, desempenham um papel vital na manutencdo
da saude. Assim, sucos de fruta sdo matrizes promissoras por serem saudaveis, possuindo
guantidades adequadas de agUcares, vitaminas e minerais €, nesse sentido, sdo adequados aos
probidticos, pois essas caracteristicas podem melhorar a viabilidade probidtica durante o
armazenamento (LEBAKA et al., 2018).

Além disso, é valido destacar a crescente busca dos consumidores por alimentos
funcionais. O conceito de alimentos funcionais esta relacionado aos alimentos que além de
forneceram a nutricdo basica, oferecem bem-estar fisico e mental, contribuindo na prevencgéo
e reducdo de fatores de risco responsaveis por diversas doencas ou no melhoramento de certas
funcdes fisioldgicas (SYNGAI et al., 2015). Por isso, devido aos probidticos proporcionarem
beneficios a salde além da funcdo nutricional tradicional, podem ser considerados alimentos
funcionais (LIN, 2003). Assim, a adicdo dos probidticos em sucos de frutas também contribui
para ampliar a gama de alimentos funcionais disponiveis no mercado.

Segundo Lebaka et al. (2018) os sucos de fruta sdo promissores a adicdo dos
probidticos, pois sdo, em parte, constituidos por proteinas e fibras alimentares que favorecem
a sobrevivéncia dos probidticos durante o periodo de armazenamento dos sucos. Outro ponto
favoravel é que durante a passagem pelo trato gastrointestinal, o tempo de permanéncia dos
sucos de fruta no estdmago é relativamente curto e ndo haveria exposicdo das bactérias as
condigdes acidas desfavoraveis do estbmago. Contudo, apesar desses pontos favoraveis, ha o
conhecimento que o pH, quantidade de acidos organicos, fibra alimentar, fenélicos, oxigénio
e quantidade insuficiente de aminoacidos e peptideos livres, sdo os principais fatores
presentes nos sucos de fruta que afetam a sobrevivéncia dos probidticos. Dessa forma, a

adicdo direta dos probidticos resulta em perdas na viabilidade (KALITA et al., 2018) e
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tornando invidvel o desenvolvimento de sucos de fruta com o apelo probidtico. Assim sendo,
a microencapsulacdo é uma alternativa promissora nesse sentido.

O processo de microencapsulagdo consiste em reter uma substancia (agente ativo) em
um material transportador (material de parede) (DEVI et al., 2016). Além de proteger 0s
probidticos das condicdes adversas presentes no suco de fruta, a microencapsulacdo permite
que o probidtico permaneca viavel durante a passagem pelo trato gastrointestinal e que chegue
no local de acdo (colon) em quantidades adequadas (ERATTE et al., 2018).

A técnica mais antiga de microencapsulacdo é a coacervacao complexa. Esta técnica
consiste na separacdo de fases entre biopolimeros carregados com cargas opostas através da
interacdo eletrostatica. Os coacervados geralmente sdo produzidos a partir de proteinas e
polissacarideos, assim, podem ter uma ampla gama de funcionalidades em varios produtos
(EGHBAL; CHOUDHARY, 2018). Nas ultimas décadas, tem sido bastante utilizada para a
protecdo de bactérias probidticas (LAN et al., 2020; SILVA et al., 2019; MARQUES DA
SILVA etal., 2018; WITZLER et al., 2017; ERATTE et al., 2016; ERATTE et al., 2015).

Apesar da coacervacdo complexa ser uma técnica amplamente utilizada, as
microcapsulas obtidas por coacervacdo complexa sdo também conhecidas por serem frageis
sob certas condigfes. Sendo assim, alguns compostos tém sido utilizados com o intuito de se
obter estruturas mais resistentes. Entre estes compostos, estd a transglutaminase
(COMUNIAN et al., 2016).

A transglutaminase € uma enzima que catalisa reacGes de reticulacdo entre lisina e
glutamina, aumentando a estabilidade das microcapsulas por reforcar a estrutura interna das
mesmas (MURPHY; FARKAS; JONES, 2017). A transglutaminase promove alteracdes
significativas como melhoramento da textura, estabilidade, gelificacdo, potencial de
emulsificacdo e capacidade de ligacdo a agua, sem alteracdo negativa na qualidade sensorial e
nutricional (GHARIBZAHEDI et al., 2017). Além disso, em estudos com probidticos, a
transglutaminase demonstrou ndo ter influéncia negativa no crescimento das células
bacterianas (PAVUNC et al., 2011), além de aumentar a resisténcia de microcapsulas
probidticas expostas ao suco gastrico e propiciar maior liberagcdo em suco intestinal (YEW et
al., 2011).

Adicionalmente, até 0 momento, as referéncias relacionando a técnica de coacervagao
complexa, probioticos, reticulacdo enziméatica com transglutaminase e aplicacdo em sucos de
fruta inexistem, sendo este estudo inovador e pioneiro, nesse sentido. Além disso, 0

desenvolvimento desse produto contribui para aumentar o consumo de probidticos na
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alimentacdo, uma vez que o suco de fruta é frequentemente consumido, mas lembrando que
nédo deve ser consumido indiscriminadamente. Diante do exposto, ressalta-se a importancia do
presente trabalho no sentido de melhorar as microcdpsulas obtidas por coacervagdo complexa,
para que se possa com isso, aumentar a viabilidade dos probioticos e, além disso, o

desenvolvimento de um produto funcional de alto consumo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar microcapsulas contendo L. acidophilus obtidas por coacervacéao
complexa, seguida de reticulagéo por transglutaminase e analisar sua aplicacdo em diferentes

sucos de fruta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Desenvolver microcapsulas contendo L. acidophilus, por coacervacao complexa;

* Reticular as microcapsulas produzidas com duas concentracdes diferentes de
transglutaminase e avaliar o efeito da concentracdo nas microcapsulas;

 Avaliar o tamanho médio e morfologia das microcapsulas ndo reticuladas e
reticuladas;

« Avaliar as microcapsulas reticuladas ap6s serem submetidas ao método de secagem
por liofilizacdo para obtencdo de microcépsulas secas;

« Avaliar a resisténcia das microcdpsulas reticuladas uUmidas e liofilizadas em
condigdes que simulam o ambiente gastrico e intestinal, frente ao tratamento térmico
e em diferentes temperaturas de armazenamento;

« Adicionar as microcapsulas produzidas em diferentes concentracbes em suco de
laranja e suco de magg;

« Avaliar o efeito das concentra¢fes de microcapsulas nos sucos de fruta;

« Avaliar a viabilidade durante armazenamento das microcapsulas quando aplicadas
nos sucos de fruta;

« Avaliar os sucos de fruta adicionados das microcapsulas quanto as caracteristicas de

pH e sélidos sollveis totais.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PROBIOTICOS COMO ALIMENTOS FUNCIONAIS

Alimentos capazes de auxiliar na manutencdo da salde, na cura ou reducdo de
doencas, bem como contribuir com a nutri¢do basica, sdo denominados alimentos funcionais.
Esses alimentos tém despertado cada vez mais o interesse dos consumidores que buscam
dietas que promovam a saude e previnam doengas, impulsionando o mercado e conduzindo ao
estudo e desenvolvimento dos alimentos funcionais (ANVISA, 1999; PRADO et al., 2008;
SYNGAI et al., 2015). De acordo com Prado et al. (2008), o conceito de alimentos funcionais
estd mais voltado a aditivos alimentares que contribuem positivamente na composi¢do da
microbiota intestinal, como os probidticos.

Dessa forma, devido a crescente conscientizacdo por parte dos consumidores sobre a
importancia da microbiota intestinal para a salde, o consumo de probidticos aumentou
consideravelmente, nas Ultimas décadas (CHEN et al., 2017). De acordo com analistas de
mercado, estima-se que o mercado global dos probidticos exceda trés bilhdes de dolares em
2024 (LERNER; SHOENFELD; MATTHIAS, 2019). Atualmente, os probidticos sao
administrados em produtos alimenticios ou suplementos, sendo encontrados, principalmente,
em alimentos como leite, queijo, iogurtes e cereais (RAHMANI, 2019).

Apesar desse aumento no consumo nos dias atuais, existem relatos que os probidticos
eram utilizados, sem conhecimento algum, ha 10.000 anos e que seu consumo foi
disseminado através de leites fermentados nos séculos anteriores, principalmente na Europa,
onde os probidticos eram relacionados a longevidade e a vida saudavel (LERNER;
SHOENFELD; MATTHIAS, 2019). Foi nesse periodo, ha mais de um século, quando o
cientista russo Elie Metchnikoff supds também que a longevidade tinha relagdo com os efeitos
benéficos fornecidos pelas bactérias acido lacticas (LAB), tornando os probidticos conhecidos
mundialmente (WGO, 2017).

Os probioticos sdo definidos oficialmente pela Organizagdo Mundial de
Gastrenterologia (WGO) como “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro” (WGO, 2017).
Entretanto, para que estes beneficios sejam conferidos, é recomendavel consumir diariamente
um produto probidtico que contenha 108 — 10° UFC g%, conforme a legislagdo preconiza, ou 0
alimento deve conter pelo menos 106 — 10’ UFC g por dose, porém valores menores sio

aceitos desde que sua eficiéncia seja comprovada (BRASIL, 2008; WGO, 2017). Além disso,
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outros aspectos devem ser considerados: 0s probidticos devem permanecer vidveis na
producdo em grande escala, permanecer estaveis e vidveis durante o armazenamento e no
momento do consumo e sobreviver no trato gastrointestinal (PRADO et al., 2008).

Além da recomendacdo diaria, para que os beneficios ocorram, os probidticos atuam
no organismo por diferentes mecanismos, 0s quais justificam sua importancia. A partir de
relatos na literatura podemos encontrar, com mais relevancia, o auxilio na regulacdo da
composicao da microbiota intestinal, a inibicdo do crescimento de patdgenos e a estimulacao
do sistema imune (WGO, 2017). Como resultado benéfico destes mecanismos, observa-se a
reducdo do colesterol sérico (WANG et al., 2018), o alivio da intolerancia a lactose (ARIFIN;
BOEDIARSO; TAMBUNAN, 2016), o melhoramento da imunidade (ISOLAURI et al.,
1993), bem como resultados positivos no tratamento e prevencdo da diarreia aguda
(SAAVEDRA et al., 1995), na reducdo de efeitos colaterais do tratamento para H. pylori
(KIM et al., 2008) e no tratamento da doenca de Crohn (MALIN et al., 1996), entre outras.

Entre os probidticos mais comumente utilizados, encontram-se cepas de bactérias e
leveduras, como Lactobacillus, Streptococcus, Saccharomyces, Bifidobacterium, Bacillus e
Enterococcus, entre outros (Tabela 1) (RAHMANI, 2019). Segundo a legislacdo, os géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus, participantes da microbiota intestinal humana, séo
detentores das principais espécies probioticas (BRASIL, 2008). Por ser objetivo do presente
estudo, o género Lactobacillus sera detalhado.

Tabela 1 — Microrganismos probid6ticos

Espécies de Lactobacillus Espécies de Bifidobacterium Outras
Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium adolescentes  Bacillus cereus
Lactobacillus amylovorus Bifidobacterium animalis Clostridium botyricum
Lactobacillus brevis Bifidobacterium breve Enterococcus faecalis
Lactobacillus casei Bifidobacterium bifidum Enterococcus faecium
Lactobacillus casei sp. Bifidobacterium infantis Escherichia coli
Rhamnosus
Lactobacillus crispatus Bifidobacterium lactis Lactococcus lactis sp. cremoriss
Lactobacillus delbrueckii sp.  Bifidobacterium longum Lactococcus lactis sp. lactis
Bulgaricus
Lactobacillus fermentum Leuconostoc mesenteroides sp. dextranicum
Lactobacillus gasseri Pediococcus acidilactici
Lactobacillus helveticus Propionibacterium freudenreichii
Lactobacillus johnsonii Saccharomyces boulardii
Lactobacillus lactis Streptococcus salivarius sp. thermophilus

Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri

Fonte: Prado et al. (2008)
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3.1.1 O género Lactobacillus

O género Lactobacillus compete a um grande grupo de bactérias gram-positivas, em
forma de bastonete, anaerobias facultativas, ndo formadoras de esporo, tolerantes a acidos e
catalase-negativas. Esse género é formado por mais de 200 espécies, sendo L. acidophilus, L.
salivarius, L. casei, L. brevis, L. fermentum e L. plantarum (Figura 1) as principais espécies
encontradas no trato gastrointestinal humano. Além disso, € o género mais estudado como
potencial terapéutico para a satide humana (NAABER; MIKELSAAR, 2004; MARTIN et al.,
2019; PRADHAN; MALLAPPA; GROVER, 2020).

Figura 1 — Microscopia eletrénica de varredura de cepas de Lactobacillus plantarum

1um BB8AE

Fonte: Arasu et al. (2016)

As cepas de Lactobacillus vém sendo utilizadas na prevencao e tratamento de diversas
doencas (PRADO et al. 2008) como a diarreia causada por bactérias patogénicas e virus
(ROSENFELDT et al., 2002), infecgbes e complicagdes por H. pylori (CHEN et al., 2019),
doencas inflamatdrias e sindromes intestinais (O'MAHONY et al., 2005), cancer no trato
gastrointestinal (RUSSO et al., 2007), sintomas alérgicos (SHIDA et al., 2002), doenca
cardiovascular (NARUSZEWICZ et al., 2002) e infec¢bes do trato urinario (GRIN et al.,
2013).

De acordo com Stirmer et al. (2012) os Lactobacillus acidophilus habitam o trato
gastrointestinal de humanos e animais, contribuindo para o equilibrio da microbiota intestinal,

pois protegem o trato gastrointestinal frente o acesso e a proliferacdo de microrganismos
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patogénicos. Segundo Saad (2006) e Stimer et al. (2012) entre seus efeitos benéficos
destacam-se a capacidade de produzir a enzima lactase e hidrolisar as moléculas de lactose
presentes nos lacteos, em carboidratos mais simples, sendo facilmente digeridos e
beneficiando os consumidores que apresentam intolerancia a lactose; atuam positivamente no
controle da diarreia e podem reduzir de forma significativa a sua duragdo em lactentes e

criancas, além de reduzir inflamacdes do trato gastrointestinal em adultos.

32 A COACERVACAO COMPLEXA NA MICROENCAPSULACAO DE
PROBIOTICOS

De acordo com Bao et al. (2019) a baixa biodisponibilidade in vivo dos compostos
bioativos é ocasionada pela baixa taxa de absor¢do dos mesmos, pois antes de serem
absorvidos pelo corpo humano, necessitam passar por barreiras gastrointestinais, como o
ambiente hostil presente neste local, bem como a camada de muco presente na superficie do
trato gastrointestinal, além de sua instabilidade ser afetada por fatores ambientais como
acidos, luz, calor, oxigénio, entre outros. Diante do exposto, a microencapsulacdo dos
compostos bioativos surge como uma alternativa.

A coacervacdo complexa é definida como o processo de microencapsulagédo no qual
interacBes ibnicas ocorrem entre dois ou mais polimeros carregados com cargas opostas,
sendo normalmente proteinas e polissacarideos, levando a formacdo do coacervado e a
separacao de fases (TIMILSENA et al., 2019).

Nesse sentido, a formacdo da coacervacdo complexa € influenciada por parametros
importantes como a proporc¢do de proteina para polissacarideo, pH, forca idnica (concentracdo
de sal), a concentracdo total de polimeros e o peso molecular entre a proteina e o
polissacarideo. Alguns outros parametros como a densidade das cargas, a agitacdo, a pressao
ou a temperatura também tem demonstrado influenciar na formagéo dos coacervados (DEVI
etal., 2016).

Diversos materiais de revestimento tém sido utilizados na técnica de coacervagao
complexa, no entanto, o mais estudado e compreendido é o sistema gelatina-goma
ardbica. Ademais, as proteinas utilizadas frequentemente sdo gelatina, albumina,
proteina de soro de leite, betalactoglobulina, varias proteinas vegetais e proteinas do
leite. Os polissacarideos mais comumente utilizados sdo goma arabica, quitosana,
pectinas, alginatos, goma Xxantana, carragenas e carboximetilcelulose (DEVI et al.,
2016).
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Segundo Timilsena et al. (2019) a coacervacdo complexa é altamente promissora e
amplamente utilizada nas indUstrias farmacéutica, alimenticia, agricola e téxtil, sendo a
técnica tradicional mais comum para o preparo de microcapsulas (BAO et al., 2019). Assim,
essa técnica tem sido bastante utilizada para a encapsulacdo de probidticas, sendo
extensivamente explorada e considerada promissora (DA SILVA et al., 2019). Na Figura 2
estd representada a técnica de coacervagdo complexa para a microencapsulacdo de
probidticos. Ja a Tabela 2 resume estudos da coacervacdo complexa para a encapsulacéo de

bactérias probioticas.

Figura 2 — A técnica de coacervacdo complexa aplicada a microencapsulagdo de probioticos
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0 0,
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— & g
Biopolimero 1 Microcapsulas

formadas

Fonte: Préprio autor

A técnica de coacervacdo complexa apresenta indmeras vantagens quando
comparada a outras técnicas como versatilidade, eficiente controle no tamanho da
particula com o controle da agitacdo, possibilidade de se trabalhar com biopolimeros,
com auséncia de solventes organicos e condi¢cBes brandas de temperatura no
processamento (ASSIS et al.,, 2012; MENEZES et al.,, 2013; JAMEKHORSHID;
SADRAMELI; FARID, 2014), por isso, é apropriada para a microencapsulacdo de

compostos sensiveis, como 0s probidticos.
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Tabela 2 — Utilizacdo da coacervacdo complexa na encapsulagdo de bactérias probidticas

Bactéria probidtica

Efeito da encapsulacdo por coacervacdo complexa

Autor

Bifidobacterium lactis e Lactobacillus
acidophilus

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei

Enterococcus faecium

Bifidobacterium. lactis

Lactobacillus acidophilus

Preservacdo da viabilidade durante secagem, sob condicdes
gastrointestinais simuladas e aumento da viabilidade durante
armazenamento sob refrigeracéo

Preservacgéo da viabilidade durante condigdes gastrointestinais simuladas

Né&o conferiu protecdo adicional durante condi¢Ges gastrointestinais
simuladas

Preservacéo da viabilidade durante armazenamento sob refrigeracéo, mas
ndo protegeu durante condicOes gastrointestinais simuladas

Aumento da viabilidade durante condigdes gastrointestinais simuladas

Preservagéo da viabilidade no armazenamento sob refrigeracdo durante 35
dias

Aumento da viabilidade na secagem por liofilizacdo

Preservacéo da viabilidade durante armazenamento em temperatura
ambiente

Preservacgéo da viabilidade durante armazenamento em temperatura de
congelamento, refrigeracdo e ambiente

Aumento da viabilidade durante armazenamento em temperatura de
congelamento, refrigeracdo e ambiente

Oliveira et al. (2007)

Gerez et al. (2012)

Gebara et al. (2013)

Shoji et al. (2013)

Hernandez-Rodriguez, Lobato-Calleros, Pimentel-
Gonzalez, Vernon-Carter (2014)

Ribeiro et al. (2014)
Eratte et al. (2015)

Witzler et al. (2017)

Marques da Silva et al. (2018)

Silva et al. (2019)

Fonte: Adaptado de Eratte et al. (2018).
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3.3 POR QUE RETICULAR MICROCAPSULAS PRODUZIDAS POR COACERVACAO
COMPLEXA?

Segundo Bao et al. (2019) os coacervados apresentam certa fragilidade sob
determinadas condi¢Ges e podem se dissociar, como na exposicdo a concentracdo de sal de
150 mM, ocorrendo a dissociacdo desses coacervados pela separacéo de cargas dos polimeros.
Essa instabilidade encontrada nas cargas dos polimeros pode ser melhorada pelo processo de
reticulacéo.

Assim, o processo de reticulacdo consiste em estabilizar as estruturas formadas pela
coacervacao complexa, alterando as propriedades de barreira das paredes das microcapsulas e,
dessa forma, auxiliando no controle da liberacdo do ativo encapsulado (PRATA, 2006;
WEISS et al.,, 2019). Além disso, a reticulacdo pode ser realizada por via quimica ou
enzimatica, uma alternativa mais adequada para utilizacdo em alimentos (PRATA, 2006). No
presente trabalho, daremos mais atencdo a reticulacdo enzimatica por ser o foco do estudo.

A transglutaminase tem sido utilizada como um reticulador enzimatico. Desde 1998,
esta enzima foi aprovada pelo FDA como “GRAS” (GHARIBZAHEDI; CHRONAKIS,
2018). E uma enzima capaz de promover a reticulagdo entre proteinas pela catélise das
reaces de acil-transferéncia entre grupos carboxiamida (acil doadores) de residuos de
glutamina e os grupos amino de lisinas (acil receptores), resultando na formacdo de ligacOes
cruzadas de e-(y-glutamil)-lisina (Figura 3). As ligagdes de isopeptideos resultantes
contribuem para a formacdo de uma rede de proteina estavel através de ligacBes cruzadas
intermoleculares e intramoleculares (DJOULLAH et al., 2016).

As reacgdes de reticulagdo induzidas pela transglutaminase proporcionam alteragfes
significativas nas moléculas de proteina, melhorando a textura, estabilidade, potencial de
emulsdo e capacidade de ligagdo com a agua, sem qualquer alteracdo negativa na qualidade
sensorial ou nutricional, pelo contrario, pode melhorar o valor nutritivo por aumentar a
bioacessibilidade e biodisponibilidade de aminoéacidos essenciais (GHARIBZAHEDI et al.,
2017).
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Figura 3 — Mecanismo de reagdo da transglutaminase
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Fonte: El-Hofi et al. (2014)

Na ultima década, a reticulacdo com transglutaminase tem sido amplamente utilizada.
Yiksel-Bilsel; Sahin-Yesilgubuk (2019) utilizaram a transglutaminase para produzir
microcépsulas contendo lipidios estruturados por coacervacdo complexa e posterior adicdo em
kefir. No entanto, foi observado que a reticulacdo ndo influenciou de forma significativa em
relacdo as microcapsulas sem reticulacdo quanto a estabilidade oxidativa. Chang et al. (2016)
utilizaram a reticulagdo com transglutaminase para otimizar a coacervagdo complexa entre
isolado de proteina de canola (CPI) e quitosana (CS). Foi observado que o processo de
reticulacdo melhorou a estabilidade térmica do complexo CPI-CS. Dong et al. (2008)
reticularam com transglutaminase microcapsulas de Oleo de horteld-pimenta obtidas por
coacervacdo complexa com o objetivo de verificar se a transglutaminase seria tao eficiente
quanto o formaldeido ou glutaraldeido. Foi observado que a transglutaminase apresentou
eficécia de reticulacdo semelhante ao formaldeido.

Em relacédo a reticulacdo com transglutaminase associada aos probiéticos, Nawong et
al. (2016) reticularam microesferas de gelatina e maltodextrina contendo diferentes espécies
de Lactobacillus com transglutaminase no intuito de proteger as bactérias probidticas durante
a exposicdo as condigcdes simuladas do trato gastrointestinal. Foi observado que as
microesferas reticuladas foram eficientes na protecdo das bactérias probioticas, pois melhorou
a sua sobrevivéncia durante a fase gastrica.

Diante do exposto, € notavel que a reticulacdo com transglutaminase € promissora para
o melhoramento das microcépsulas obtidas por coacervacdo complexa e, por isso, é utilizada

como foco de estudo, em um primeiro momento, do presente trabalho.
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3.4 SUCO DE FRUTA ADICIONADO DE PROBIOTICOS

A elaboracdo de bebidas a base de frutas, como o suco, estd relacionada,
principalmente, em funcdo da facilidade de consumo e conservacdo, além do processamento
das frutas permitir o consumo de frutas que ndo seriam consumidas in natura, por motivos de
impossibilidade geografica ou climética, entressafra, etc (SAAD; CRUZ; FARIA, 2011).
Além disso, ha um tempo, o suco de fruta tem ganhado o interesse dos consumidores, pois €
consideravelmente saudavel e frequentemente consumido pela populacdo mundial, inclusive
diariamente (ANTUNES et al., 2013).

De acordo com a legislacdo, entende-se por suco de fruta a bebida ndo fermentada, néo
concentrada e ndo diluida, obtida da fruta madura e sd, ou parte do vegetal de origem, por
processamento tecnoldgico adequado, submetida a tratamento que assegure sua apresentacao
e conservacdo até o momento do consumo (BRASIL, 2009). Além disso, o suco de fruta é
rico em nutrientes e ndao contém culturas starter que competem com 0s probidticos por
nutrientes, sendo considerado um alimento probidtico muito promissor (KALITA et al.,
2018).

Nos dias atuais, 0s produtos probioticos disponiveis no mercado séo derivados lacteos.
Assim, ha uma crescente busca por produtos probioticos ndo lacteos, pois estes surgem como
uma alternativa para consumidores que ndo consomem esse tipo de produto, como aqueles
que apresentam hipercolesterolemia, intolerancia a lactose, alergia a proteina do leite e
aqueles que sdo estritamente vegetarianos, além de razdes econémicas e culturais (SAAD,
CRUZ; FARIA, 2011; ANTUNES et al., 2013; LU; PUTRA; LIU, 2018; KALITA et al.,
2018).

Existem diversas vantagens para o desenvolvimento de bebidas de origem vegetal
probidticas como serem saudaveis e originalmente isentas de colesterol, alternativa de
consumo dos probidticos para pessoas que ndo consomem 0s tradicionais probioticos lacteos
ou possuem alergia ao leite e/ou intolerancia a lactose, alta quantidade de agUcares que podem
fornecer substrato energético para os probidticos e presenca de substancias antioxidantes, que
levam a reducdo do potencial redox do alimento, sendo positivo para Lactobacillus e
Bifidobacterium, o0s quais sd0, majoritariamente, microaerdfilos e anaerobios,
respectivamente. Além disso, em relacdo ao suco de fruta, atualmente, ha um consenso sobre
0 consumo de produtos vegetais para uma alimentacdo saudavel, assim, o desenvolvimento de
uma bebida de origem vegetal contendo probidticos viria ao encontro disso (SAAD; CRUZ;
FARIA, 2011).
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Nesse sentido, é valido ressaltar que, de acordo com Segun et al. (2019); Fernandes
Pereira; Rodrigues (2018); Costa et al. (2017); Gandomi et al. (2016) o suco de laranja e o
suco de maca sao substratos adequados para a producdo de um suco de fruta probiotico.

Entretanto, na fabricacdo de um alimento, é necessario considerar o efeito das
operacdes de processamento no produto final. Ademais, a funcionalidade dos compostos
bioativos pode ser afetada pela matriz alimenticia. Em relagdo ao suco de fruta probidtico,
pode haver perdas na viabilidade e funcionalidade devido ao ambiente acido, alta
concentracdo de oxigénio e quantidades insuficientes de aminoacidos e peptideos livres.
Provavelmente, este seja o fator mais limitante para desenvolvimento de bebidas derivadas de
frutas com caracteristicas probidticas. Outros fatores limitantes podem ser a descaracterizacdo
demasiada da bebida pela producéo de acidos organicos pelos probioticos e a producao de off-
flavour, sendo essa producdo mais pronunciada em produtos ndo lacteos (SAAD; CRUZ;
FARIA, 2011; BETORET et al., 2017; KALITA et al., 2018). Sendo assim, ha um grande
desafio na adigdo de culturas probioticas em ambientes ndo lacteos (PRADO et al., 2008).

Diante do exposto, a microencapsulacao dos probioticos para adigdo em suco de frutas
é justificada e altamente promissora. A microencapsulacdo oferece uma barreira fisica as
condigOes adversas do suco e as microcapsulas podem fornecer um ambiente anaerdbio mais
favoravel para os probidticos (ANTUNES et al., 2013). Além disso, pode ter potencial para
protecdo dos probidticos frente a pasteurizacdo geralmente utilizada no processamento de
Sucos.

Haffner; Pasc (2018) encapsularam L. rhamnosus por atomizacdo por electrospraying
e adicionaram as microcéapsulas ao suco de macad. Observaram que houve perda de menos de 1
log na contagem de células viaveis apds 3 horas de exposi¢cdo ao suco de maca. Além disso, a
partir deste estudo, estes autores observaram que o suco de fruta amplia o desafio de se
adicionar probidticos ao suco de fruta devido a sua acidez. Contudo, afirmam que a
microencapsulacdo tem potencial para aumentar a capacidade de sobrevivéncia das células
durante o armazenamento em matrizes de bebidas.

Ying et al. (2013) estdo em acordo com os autores anteriormente citados, afirmando
que é um desafio manter os probidticos viaveis em pH baixo. Todavia observaram em seu
estudo que L. rhamnosus microencapsulado por spray drying foi capaz de sobreviver por 5
semanas a uma taxa de 10 log UFC g em suco de maga armazenado a 25°C. Similarmente,
Doherty et al. (2012) afirmam que a microencapsulagdo proporciona uma matriz capaz de
suportar as condi¢des drésticas encontradas durante o armazenamento do suco de fruta. Em

seu estudo, estes autores observaram que foi possivel manter as células de L. rhamnosus
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viaveis por 28 dias em suco de cranberry a partir de microcipsulas de WPI formadas por
extrusdo e revestidas com pectina.

Em relacdo a técnica de coacervacdo complexa para a encapsulacdo de compostos
bioativos e posterior aplicacdo em suco de fruta, encontramos na literatura, até o presente
momento, apenas um estudo, nesse sentido. Habibi et al. (2016) encapsularam dleo de peixe
em gelatina/goma arabica por coacervacdo complexa para aplicagdo em suco de roma. Foi
observado nesse estudo que as microcapsulas protegeram o 6leo de peixe, houve uma alta
eficiéncia de encapsulacdo e a aceitabilidade sensorial foi razoavel.

Dessa forma, o presente trabalho vem ao encontro da busca por inovagdes na area de
tecnologia em alimentos, visto que investigacbes em torno de um suco de fruta com
caracteristicas probioticas a partir da adicdo de microcapsulas formadas pela técnica de
coacervacdo complexa, ainda ndo foram relatadas na literatura atual, ressaltando sua
importancia. Ademais, 0 processo de reticulacdo com transglutaminase soma-se a isso,

tornando o presente trabalho ainda mais relevante e inovador.
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4 MANUSCRITO 1 - RETICULACAO COMO ESTRATEGIA DE
MELHORAMENTO PARA MICROCAPSULAS OBTIDAS POR COACERVACAO

COMPLEXA

Manuscrito formatado de acordo com as normas para submisséo da revista Ciéncia

Rural.






10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

45

RESUMO

Esse artigo de revisdo tem por objetivo demonstrar a importancia do processo de reticulacgéo e
esclarecer o uso da reticulagdo associada & coacervacdo complexa nas diferentes areas de
aplicacdo, bem como os principais agentes de reticulagdo utilizados. A coacervagdo complexa
é a técnica mais antiga de encapsulacdo e, atualmente, € a técnica mais utilizada para
compostos sensiveis ao calor. E conhecida como um fenémeno de separacdo de fases entre
polimeros com cargas opostas, que através de interacdes eletrostaticas se agregam, levando a
separacdo de fases e a formacdo dos coacervados. Contudo, esses coacervados apresentam
fragilidade em determinadas condi¢des. Assim, 0 processo de reticulagdo surge como uma
estratégia para melhorar a estabilidade dos coacervados e vem sendo amplamente associado a
coacervacdo complexa. Muitos agentes de reticulacdo vém sendo utilizados com essa
finalidade, como os aldeidos, genipina, taninos, transglutaminase, tripolifosfato de sodio,
entre outros. Assim, a reticulacdo melhora significativamente os coacervados, permitindo sua

aplicacdo nas mais diversas areas e produtos.

INTRODUCAO

A aplicacdo de compostos sensiveis torna-se dificultosa para a industria devido a sua
baixa solubilidade, baixa estabilidade e biodisponibilidade limitada. A facil degradacdo por
condi¢BGes ambientais (pH, calor, luz, oxigénio, etc) do processamento e do armazenamento,
sdo as principais causas da baixa bioacessibilidade e biodisponibilidade dos ingredientes
bioativos (BAO et al., 2019; CORREA-FILHO, MOLDAO-MARTINS, ALVES, 2019).

Nesse sentido, é de extrema relevancia desenvolver uma estratégia no intuito de

superar esses obstaculos. A encapsulacdo é um processo que consiste no revestimento dos
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compostos sensiveis por um material, formando particulas ou capsulas (Shishir et al., 2018).
Assim, sdo capazes de melhorar a solubilidade, a estabilidade, proteger frente a oxidagé&o,
inibir a degradagdo, preservar a qualidade e, para compostos bioativos alimenticios, aumentar
a absorcao no trato gastrointestinal (BAO et al., 2019).

SING (2017) define a coacervagdo complexa como um fendmeno no qual ao se
misturar dois polimeros com cargas opostas em uma fase aquosa, ocorrera a separacao de
fases e a formacdo dos coacervados. Assim, é considerada uma técnica simples e uma das
mais aplicadas (SHISHIR et al., 2018).

Atualmente, a coacervacdo complexa é um dos sistemas de fornecimento de
compostos sensiveis mais amplamente utilizados, no intuito de melhorar a solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade desses compostos (BAO et al., 2019). Nesse sentido, vem
sendo aplicada para ingredientes alimenticios, farmacos, agricultura, téxteis e eletrdnicos
(TIMILSENA et al., 2019).

A coacervacao complexa forma microcapsulas pela associacdo de moléculas através
da auto-organizacdo dessas moléculas. Essas moléculas auto-organizadas podem ser afetadas
pelo pH, temperatura, concentracdo e forca ibnica, trazendo fragilidade as microcapsulas
formadas. Dessa forma, a coacervacdo complexa requer tratamentos adicionais (SHISHIR et
al., 2018). Nesse sentido, a reticulacdo € utilizada em associacdo a coacervacdo complexa para
a estabilizacdo das microcapsulas formadas (WEISS et al., 2019). Assim, no processo de
reticulacdo, agentes reticuladores sdo utilizados com o intuito de se obter coacervados estaveis
por meio do melhoramento de suas propriedades termomecéanicas e de
permeabilidade/liberacdo das paredes das microcapsulas (ALVIM & GROSSO, 2010;
TIMILSENA et al., 2019).

Muitas revisdes ja foram publicadas sobre a utilizagdo da coacervagdo complexa para

a protecdo e fornecimento de compostos sensiveis, entretanto, a reticulagdo associada a essa
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técnica € um assunto emergente e poucas publicagdes, principalmente revisfes, sdo
encontradas, 0 que torna o presente estudo extremamente importante. Nesse sentido, o
objetivo da nossa revisdo € abordar informacBes relevantes em torno do processo de
reticulacdo, bem como esclarecer o uso do mesmo associado a coacervacao complexa nas
diferentes areas de aplicagdo. Nessa revisao, aspectos relevantes a técnica, fatores envolvidos
no controle do processo, agentes de reticulacdo e suas finalidades, bem como a aplicagéo dos

coacervados e coacervados reticulados foram resumidos e discutidos.

A COACERVACAO COMPLEXA

A técnica de coacervagdo € a técnica mais antiga de encapsulacdo. De acordo com
EGHBAL & CHOUDHARY (2018) o processo de coacervacao foi discutido pela primeira
vez por Tiebackx em 1911. No entanto, Bungenberg de Jong e Kruyt foram os primeiros a
investigar o processo de coacervacdo complexa, em 1929, utilizando gelatina e goma arabica.
Porém, somente na década de 1950, ocorreu a primeira aplicacdo industrial pela National
Cash Register Company que desenvolveu o “papel carbono sem carbono” utilizando a técnica
de coacervagio (CORREA-FILHO, MOLDAO-MARTINS, ALVES, 2019). Em 1957,
Overbeek e Voorn, desenvolveram o primeiro modelo teérico bem sucedido de coacervacéao

complexa. Apds 60 anos, essa teoria foi revisada por SING (2017) sendo a mais aceita,

atualmente.
O processo de coacervagdo complexa é definido como um fenémeno de separacao de
fases liquido-liquido que ocorre entre dois polimeros de cargas opostas, normalmente uma

proteina carregada positivamente e um polissacarideo carregado negativamente, sendo este
sistema de biopolimeros os principais e mais utilizados nas ultimas décadas (DEVI et al.,

2017; EGHBAL & CHOUDHARY, 2018). Esse fendmeno inicia a partir de interacoes



76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

48

eletrostaticas que ocorrem entre as macromoléculas com cargas opostas. Os complexos
formados se agregam ainda mais para diminuir a energia livre do sistema, levando a separagao

de fases e a formacéo dos coacervados (DEVI et al., 2017) (Figura 1).

1-NUCLEO

(2) 2- PAREDE
®e0 :
0 o Qo MICROCAPSULA
FORMADA
@ Polimero 1
@ Polimero 2

Figura 1 — Processo esquematizado da técnica de coacervagdo complexa

Fonte: Adaptado de TIAN et a. (2019)

Existe também a coacervacao simples, que se diferencia da coacervacdo complexa por
utilizar apenas um tipo de polimero e é realizada pela alteracdo de algum pardmetro como
adicdo de micro ions, mudanca de temperatura ou pH (DEVI et al., 2017; OZKAN et al.,
2019). Alem disso, dependendo do tamanho de cépsulas formadas, elas podem ser
classificadas em microcapsulas, quando seus tamanhos variam entre 1 a 1000 um, e
nanocapsulas, quando seus tamanhos apresentam menos de 0,2 um (DEVI et al., 2017).

Assim, como materiais de revestimento, as proteinas mais comumente utilizadas séo
gelatina, albumina, proteina de soro de leite, beta-lactoglobulina, caseina e varias proteinas
vegetais. E entre os polissacarideos mais utilizados estdo goma arabica, quitosana, pectinas,
alginatos, goma xantana, carrageninas e carboximetil celulose (DEVI et al., 2017; BAO et al.,

2019).
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Segundo TIMILSENA et al. (2019) a coacervacdo complexa é altamente promissora e
amplamente utilizada nas industrias farmacéutica, alimenticia, agricola e téxtil no intuito de
melhorar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade das substancias encapsuladas. BAO
et al. (2019) a partir de estudos (MENDANHA et al., 2009; BOSNEA, MOSCHAKIS &
BILIADERIS, 2017), afirma que a coacervagdo complexa possui potencial para o
fornecimento de bioativos alimenticios sensiveis, como B-caroteno e probidticos, melhorando
a estabilidade destas substancias.

Atualmente, é a técnica tradicional mais comum para o preparo de microcédpsulas e a
mais adequada para a encapsulacdo de compostos sensiveis ao calor (EGHBAL &
CHOUDHARY, 2018; BAO et al., 2019). Além disso, é caracterizada como uma técnica
vantajosa, pois ndo requer altas temperaturas, oferece alta capacidade de carga de ndcleo,
resulta em alta eficiéncia de encapsulacdo e apresenta excelentes propriedades de liberacéo
controlada (MARQUES DA SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2019). No entanto, para se
obter elevada eficiéncia de encapsulacao, é crucial definir condi¢des ideais no processamento

da coacervacdo complexa (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018; SHISHIR et al., 2018).

FATORES IMPORTANTES RELACIONADOS A COACERVACAO COMPLEXA

As interacOes que envolvem a coacervacao complexa ocorrem devido a variag@es das
propriedades do solvente e dos biopolimeros por meio de mudancas nas condi¢cdes ambientais
como pH, forca idnica, temperatura e cisalhamento, causando interagdes eletrostaticas que
induzem a formagéo dos coacervados (WEISS et al., 2019).

De acordo com WEISS et al. (2019) fatores como condi¢Ges do solvente (pH, forca
ibnica — concentragdo de sal), caracteristicas dos biopolimeros (tipo, densidade de carga,

proporcdo de mistura, concentracdo) e parametros do processamento (temperatura, estresses
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120 mecanicos, pressdo) influenciam diretamente na obtencdo de complexos formados por
121 proteinas e polissacarideos, gerando caracteristicas morfoldgicas diferentes. Além desses
122 fatores, a flexibilidade e a agitacdo também exercem influéncia na formacdo da coacervacao

123 complexa (DEVI et al., 2017) (Figura 2).
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126 Figura 2 — Fatores que afetam a técnica de coacervacdo complexa
127 Fonte: Préprio autor
128
129 Por afetar diretamente a formacgé&o dos coacervados, os fatores envolvidos no processo

130 devem ser cuidadosamente controlados. Nesse sentido, fatores como pH e proporcdo de
131 biopolimeros tém maior importancia, pois podem ser utilizados para o controle do processo de
132 coacervagio complexa. E possivel controlar esses fatores por meio de analises de densidade
133 de carga superficial (potencial zeta) e turbidez, para pH e proporcdo de biopolimeros,
134 respectivamente. O potencial zeta esta relacionado as propriedades elétricas na superficie dos
135 biopolimeros, verificando a complexacdo e a estabilidade dos coacervados. J& por meio da

136 turbidez é possivel verificar a interacdo eletrostatica de todas as cargas positivas e negativas
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dos biopolimeros e, dessa forma, verificar a complexacdo dos mesmos (EGHBAL &
CHOUDHARY, 2018). Contudo, segundo EGHBAL & CHOUDHARY (2018) ainda sdo
necessarias maiores investigaces para melhorar o entendimento dos parametros que afetam
as propriedades reoldgicas dos coacervados.

Além disso, como a reticulacdo é utilizada para 0 melhoramento das propriedades dos
coacervados, pode ser considerada um fator importante para o controle do processo de

coacervagao complexa, garantindo assim, a formacao e a estabilidade dos coacervados.

APLICACOES DA COACERVACAO COMPLEXA

Com relacdo a aplicacdo, 0s pontos mais atraentes do processo de coacervagao
complexa surgem da versatilidade para diferentes agentes ativos e materiais poliméricos e o
ajuste de tamanho das capsulas (micro ou nano) (DEVI et al., 2017).

Assim, estudos referentes a aplicacdo da coacervacdo complexa como um sistema de
encapsulacdo, armazenamento e liberacdo controlada para diversos compostos tém sido
amplamente relatados (ALVIM & GROSSO, 2010; OCAK, 2012; EGHBAL &
CHOUDHARY, 2018; MARQUES DA SILVA et al., 2018; ROY et al., 2018; SUMIGA et
al., 2019).

Atualmente, a coacervacdo complexa vem sendo aplicada principalmente nas areas de
alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos e na agricultura, entre outras aplica¢des (DEVI
et al., 2017). De acordo com PRATA et al. (2008) esta técnica vem sendo utilizada para
produtos de consumo como papel de cépia sem carbono, tiras de perfume, amostras de
fragréncias e ingredientes de sabor, além farmacos lipofilicos. A seguir estd detalhada a
funcionalidade da coacervacdo complexa em cada area a que se aplica. Além disso, a Figura 3

ilustra a aplicacdo da coacervagdo complexa nas diferentes areas.
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Alimentos

Na &rea de alimentos a coacervacdo complexa tem atraido grande atencdo e tem sido
utilizada para encapsulagédo, formacao de filmes para embalagens e producdo de emulsdes e
géis alimenticios e modificadores de viscosidade, além de estar despertando o interesse em
aplicagdes para modificacdo de textura e cor, demonstrando atividades antimicrobianas e
antioxidantes (SING, 2017; EGHBAL & CHOUDHARY, 2018). Além disso, em produtos
alimenticios, podem ser projetados para suportar condi¢Ges adversas durante o processamento
e 0 armazenamento, e até mesmo a passagem pelo trato gastrointestinal humano de
substancias sensiveis (MOSCHAKIS & BILIADERIS, 2017). Assim, JAIN et al. (2006)
utilizaram caseina ¢ goma tragacanto para encapsular -caroteno por coacervacdo complexa.
Esses autores observaram que a encapsulacdo aumentou a estabilidade e demonstrou ser uma
tecnologia eficiente para protegdo e liberagdo controlada do B-caroteno. Em contrapartida,
BOSNEA, MOSCHAKIS & BILIADERIS (2017) encapsularam L. paracasei subsp.
paracasei em proteina de soro de leite - goma arabica por coacervacdo complexa e
adicionaram as microcapsulas em iogurte. Foi observado pelos autores que a adicdo das
microcapsulas ndo alterou a textura do iogurte as microcapsulas proporcionaram um meio

eficaz para o fornecimento dos probioticos ao intestino.

Produtos farmacéuticos

Na area farmacéutica a coacervacdo complexa vem sendo utilizada para a
encapsulacdo de medicamentos (BARACAT et al., 2012) e cosméticos (ALOYS et al., 2016).
Esses estudos indicam que a coacervagdo complexa pode ser um potencial carreador,
melhorando a estabilidade de compostos sensiveis. Dessa forma, MANCER, ALLEMANN &
DAOUD (2018) utilizaram a coacervagdo complexa para encapsular cloridrato de metformina

em isolado de proteina de soja e pectina. Foi observado pelos autores que a coacervacdo
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complexa produziu microcapsulas com tamanho e distribuicdo adequados, alto rendimento e
foi um método eficiente e inovador na encapsulacgdo de cloridrato de metformina. J& XIAO et
al. (2013) utilizaram a coacervacdo complexa para encapsular, em gelatina — goma arabica,
6leo essencial de lavanda, amplamente utilizado em balsamos, pomadas, perfumes,
cosmeticos, entre outros. Esses autores encontraram que a coacervacdo complexa foi
adequada a encapsulacdo do dleo essencial de lavanda, apresentando rendimento de 65,8%,
eficiéncia de encapsulacéo de 66,0% e tamanho médio de 101,2 um, além de apresentarem

forma esférica, lisa e sem aglomerados.

Produtos agricolas

Na éarea agricola a coacervacdo complexa tem sido utilizada a encapsulacdo de
pesticidas (KONG et al., 2008). Nesse sentido, DAI et al. (2017) encapsularam o pesticida
clorpirifés em gelatina — carboximetilcelulose de sédio por coacervacdo complexa. Nesse
estudo, foi possivel observar pelos autores que houve alta eficiéncia de encapsulacdo do
pesticida, a técnica foi adequada para a liberacdo controlada e as microcapsulas apresentaram
alta espalhabilidade quando aplicadas em folha de arroz, demonstrando a eficiéncia da
técnica. Ja GIRARDI et al. (2016) encapsularam 6leo essencial de boldo, eficiente para o
controle de patdgenos fangicos em sementes, em gelatina e goma arabica por coacervacao
complexa. Foi observado pelos autores que a técnica apresentou alta eficiéncia de
encapsulacdo, manteve a capacidade antifungica e aumentou a protecdo das sementes durante

armazenamento de 114 dias.
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209 Outras aplicagOes
210 DEVI et al. (2017) relatam que a coacervagdo complexa também é aplicada nas
211 industrias de impressdo e de adesivos. Todavia, ndo foram encontradas pesquisas cientificas

212 na literatura, nesse sentido.

213
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215 Figura 3 — AplicacOes da coacervagdo complexa e suas finalidades em diferentes areas

216 Fonte: Proprio autor



217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

55

MELHORAMENTO DAS MICROCAPSULAS PRODUZIDAS POR COACERVACAO

COMPLEXA PELA RETICULACAO

A reticulagdo das microcépsulas produzidas por coacervacdo complexa esté inserida,
atualmente, entre as estratégias de melhoramento da estabilidade mecanica e térmica dessas
microcépsulas. Além da reticulacdo, pode ser utilizado para melhoramento das microcépsulas
o tratamento térmico brando e a dessolvatacdo (TIMILSENA et al., 2016).

Os coacervados apresentam certa fragilidade sob determinadas condi¢Oes e podem se
dissociar, como em resposta ao pH ou apresentando instabilidade sob alta concentragéo
fisiologica de sal (CHAI et al., 2018). O que ocorre nesta situacdo é a dissociacdo dos
polimeros com cargas opostas. Essa instabilidade, entre outras, pode ser melhorada pelo
processo de reticulacdo entre os polimeros de cargas opostas.

Segundo COMUNIAN et al. (2016) a reticulacdo pode ser entendida como um
processo em que um composto (anibnico ou catibnico) é adicionado as microcapsulas
coacervadas com o0 objetivo de estabilizar essas estruturas. Também pode ser entendida como
a ligacdo de uma cadeia de polimero do material encapsulante a outra cadeia de polimero por
meio de uma ligacdo quimica, com a modificacdo das propriedades fisico-quimicas dos
coacervados (ALVA et al., 2017; MOSCHAKIS & BILIADERIS, 2017).

A reticulacdo pode ocorrer de forma quimica ou enzimatica, podendo ser realizada por
ligacbes cruzadas quimicas, ligacbes covalentes como interaces eletrostaticas, pontes de
hidrogénio ou interacbes hidrofobicas, ou ligacdes cruzadas fisicas, ligacbes ndo covalentes
como pontes dissulfeto, onde as microcapsulas sdo endurecidas para que o material de parede
se dissolva facilmente com forgas mecénicas (ERATTE et al., 2018; LIU et al., 2018).

Entretanto, alguns fatores relacionados a reticulagdo devem ser conhecidos como a

grande absorcdo de agua polimeros, desfavordvel durante o processamento de alimentos
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(CHAL et al., 2018); e a competicdo por locais de ligacdo entre proteinas e polissacarideos
envolvidos no processo e se esses biopolimeros tendem a formar ligagdes proteina-proteina,
polissacarideo-polissacarideo ou proteina-polissacarideo (WEISS et al., 2019).

Contudo, a reticulagdo é uma forma importante utilizada para a estabilizacdo de
estruturas e com o passar dos anos, as microcapsulas melhoradas pelo processo de reticulagcdo
estdo se tornando populares (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018; BAO et al., 2019). Além de
melhorar a estabilidade, a reticulagdo melhora as caracteristicas de liberagcdo controlada do
agente ativo e previne a auto-oxidacdo (YE, GEORGES & SELOMULYA, 2018). Além
disso, a reticulacdo influencia de forma significativa o tamanho, a morfologia, o
comportamento da liberagdo controlada do agente ativo, entre outras propriedades das
microcépsulas (DEVI et al., 2017). Por isso, de acordo com ROJAS-MORENO et al. (2018),
os agentes de reticulagdo desempenham um papel fundamental no processo de coacervagao
complexa. A Tabela 1 expOe os agentes de reticulacdo utilizados na coacervagdo complexa e

suas finalidades.
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258 Tabela 1 — AplicacGes dos agentes de reticulacdo no processo de coacervagdo complexa

Agente de reticulacéo

Objetivo

Autores

Formaldeido e Glutaraldeido

Produzir microcapsulas de antioxidantes butil
hidroxianisol e butil hidroxitolueno para uso
como conservante em amendoim

GIRARDI et al. (2015)

Formaldeido

Formaldeido

Produzir microcapsulas com 6leo essencial de
boldo para prolongar a vida de prateleira

Auvaliar parametros de formulagéo e processo
nas microcapsulas

GIRARDI et al. (2016)

LAMOUDI, CHAUMEIL &
DAOUD (2015)

Glutaraldeido

Glutaraldeido

Glutaraldeido

Liberacédo controlada de 6leo de citronela para

utilizagdo como aditivo funcional em sistemas

de embalagem secundaria de papel e papeldo
para alimentos e produtos farmacéuticos

Produzir microcépsulas para protecéo e
liberacdo controlada de compostos hidrofébicos
em condicdes gastrointestinais simuladas

Produzir e caracterizar microcapsulas com 6leo
de lavanda

SUMIGA et al. (2019)

HUANG et al. (2017)

OCAK (2012)

Investigar os efeitos da acidez da coacervagdo
na liberagdo controlada de albumina de soro
bovino no intestino

Melhorar a liberagdo controlada e a termo

XIAO et al. (2018)

Genipina estabilidade do 6leo de baunilha YANG etal. (2014)
Caracterizacdo das microcépsulas: propriedades
mecanicas, resisténcia, permeabilidade e CHEN et al. (2009)
durabilidade
Avaliagdo da Ilt)_eragqo cpntrc_)lada_do extrato de LI etal. (2019)
Perinereis aibuhitensis
Taninos Melhorar a estabilidade da fucoxantina frente ao L1 etal. (2019)

trato gastrointestinal

Caracterizacdo e melhoramento de
microcapsulas de 6leo de horteld-pimenta

MUHOZA, XIA & ZHANG
(2019)

Transglutaminase

Melhoramento de microcépsulas obtidas por
coacervacgdo complexa para a protecéo de
probidticos

Protecdo de bactérias probidticas em exposicao
a condicOes simuladas do trato gastrointestinal

Avaliar a estabilidade térmica e oxidativa das
microcapsulas

DA SILVA et al. (2019)

NAWONG et al. (2016)

IFEDUBA & AKOH (2015)

Tripolifosfato de sédio

Investigar o processo de reticulacdo dos
coacervados sob influéncia do pH e/ou
irradiacdo por micro-ondas

Avaliar a estabilidade frente a secagem e
rendimento

Desenvolver e caracterizar as microcapsulas

ZAKARIA et al. (2019)

PRATA & GROSSO (2015)

BUTSTRAEN & SALAUN
(2014)
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AGENTES DE RETICULACAO

Aldeidos

Para o processo de reticulacdo de microcapsulas produzidas por coacervagdo complexa
é muito comum a utilizacdo de aldeidos, sendo o glutaradeido e o formaldeido os mais
conhecidos e os agentes mais tradicionalmente utilizados nesse processo (COMUNIAN et al.,
2016; VEIGA et al., 2016). Segundo FUGUET, PLATERINK & JANSSEN (2007) a
reticulacdo com esses aldeidos forma microcépsulas mais resistentes ao calor e a umidade.

O glutaraldeido € um agente quimico e amplamente utilizado como reticulador, pois
possui dois sitios reativos que podem promover ligacdo covalente com grupos amino livre de
proteinas, denominada reacdo basica de Schiff, criando assim, ligacbes intra e
intermoleculares (FUGUET, PLATERINK & JANSSEN, 2007; DONG et al., 2008). Este tipo
de reticulacéo € resistente a condi¢bes extremas de pH e temperatura, além de ser irreversivel.
Entretanto, sua utilizacdo na reticulacdo para a aplicacdo em alimentos ndo é adequada devido
a sua natureza toxica (ALVIM & GROSSO, 2010; EGHBAL & CHOUDHARY, 2018).
Contudo, ainda é o agente de reticulagdo mais utilizado, apesar de sua provavel toxicidade
(ROJAS-MORENO et al., 2018).

Assim como o glutaraldeido, o formaldeido é téxico a humanos, ndo sendo utilizado
para alimentos, e € relatado como agente reticulante para microcapsulas obtidas por
coacervacdo complexa. Dessa forma, sdo frequentemente utilizados em indastrias de
fertilizantes e farmacéuticas. Todavia, de acordo com PRATA et al. (2008) a toxicidade
desses aldeidos esta limitando enormemente a exploracéo de uso para reticulacdo de produtos
para aplicagdes alimenticias e farmacéuticas.

Além disso, ALAVI et al. (2009) reportam algumas vantagens na morfologia das

microcapsulas reticuladas com glutaraldeido como maior uniformidade, morfologia mais
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arredondada, e tamanhos menores em relacdo ao formaldeido. KONG et al. (2008) ainda
relatam maior eficiéncia de reticulacdo do glutaraldeido comparado ao formaldeido.

Contudo, HAWLADER, UDDIN & KHIN (2003) utilizaram o formaldeido para
reticular microcdpsulas de gelatina e goma ardbica contendo parafina, formadas por
coacervacdo complexa. Neste estudo, observaram que um carboxilato, presente na gelatina,
reage com a molécula de formaldeido, ativando o ataque carboxilico ao nucleofilico. Assim,
as reacdes desses grupos, em outra molécula de gelatina, com o carboxilato ativado fazem a
reticulagdo da gelatina, sendo essa reacdo catalisada por OH- (condicdo alcalina). Esse
processo de reticulagdo proporcionou a formacdo de microcapsulas com alta eficiéncia de
encapsulacdo (80,42-94,89%), com formatos arredondados, uniformes e lisas, com alta
capacidade de armazenamento e liberacdo de energia térmica (145-240 J/g). No entanto, a
quantidade de formaldeido utilizada para a reticulagdo ¢ um fator limitante. Esses autores
encontraram que quando foi utilizada uma quantidade maior que 8 mL de formaldeido, a
eficiéncia de encapsulacéo foi reduzida.

Ja ZHAO et al. (2016) utilizaram o glutaraldeido para reticular microcapsulas de
gelatina — polifosfato de sddio contendo metoxicinamato de octila produzidas por coacervacao
complexa, composto utilizado em cosmeéticos para protecdo solar. O objetivo deste estudo foi
produzir microcapsulas de metoxicinamato de octila para melhorar sua aplicacdo. Assim, a
partir dos resultados obtidos, os autores concluiram que com o aumento na quantidade de
glutaraldeido a eficiéncia de encapsulacdo de 80% também aumentou para 94,9%, que o
processo de microencapsulacdo pode reduzir a absor¢do percutdnea de metoxicinamato de
octila e seu produto de fotodegradacdo, melhorando a fotoprotecdo e que as microcapsulas
tém potencial para a administracdo de medicamentos para a pele. Além disso, ndo foram
relatadas fragilidades em relagdo a microencapsulagcdo do composto e posterior reticulacdo

das microcapsulas com glutaraldeido.
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Genipina

A genipina é um composto quimico e agente reticulador natural solivel em &gua,
produto da hidrolise da B-glicosidase do geniposideo, um componente isolado dos frutos da
gardénia (MUZZARELLI, 2009; PENG et al., 2014). E um agente de reticulagio rico em
grupos funcionais ativos, como —OH e COO- e, por isso, pode reticular espontaneamente o
amino ativo da proteina (YANG et al., 2014). Pode ser utilizada para substituir agentes de
reticulacdo toxicos como os aldeidos e também a transglutaminase e ao acido tanico, devido
ao alto custo e sabor desagradavel, respectivamente, limitantes da sua aplicabilidade (PENG
et al., 2014). Além disso, frente ao glutaraldeio exibe vantagens como estabilidade e
biocompatibilidade dos produtos reticulados, caracteristicas que facilitam a avaliacdo e a
manipulacdo da qualidade (MUZZARELLLI, 2009).

Diante do exposto, HUANG et al. (2016) utilizaram a genipina para reticular
microcépsulas de O-carboximetilquitosana - goma arabica obtidas por coacervacdo complexa
com o intuito de avaliar os efeitos da acidez do processo de encapsulacdo na acdo da
reticulacdo e liberacdo controlada no intestino. Esses autores verificaram que a reticulacao
com genipina foi capaz de melhorar a estabilidade dos coacervados frente as condicGes
gastrointestinais simuladas quando maior quantidade de genipina foi utilizada (0,3 mg/mL),
possibilitando o fornecimento de compostos hidrofébicos ao intestino e que quanto menor a
acidez da coacervagdo complexa, menor a velocidade e o grau de reticulacdo, porém maior a
elasticidade e a estabilidade térmica. Como fragilidades atreladas ao processo, foram
reportados a libera¢do do agente ativo no fluido gastrico com 0,1 ou 0,2 mg/mL de genipina e
a liberagdo controlada afetada pelo pH da coacervagdo complexa. Quanto menor o valor de
pH, maior a liberagdo. Assim, a coacervagdo complexa realizada em pH 3,0 ndo se mostrou

adequada em relagdo ao controle da liberagé&o.



337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

61

Taninos

Os polifendis podem ser utilizados como agentes de reticulacdo pela sua capacidade de
ligagdo a proteinas, como a gelatina, por meio de ligacBes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas (PAKZAD, ALEMZADEH & KAZEMI, 2013). Entre os polifendis, os taninos
(polifendis vegetais) sdo relatados como agentes reticuladores, sendo o &cido tanico o mais
frequente.

Nesse sentido, um ponto importante a ser consideracdo em relacdo a reticulagdo com
acido tanico € o tipo de proteina a ser reticulada. Em proteinas conformacionalmente abertas,
como a gelatina, o acido tanico interage através da formacdo de ligagcdes de hidrogénio, ja
com proteinas globulares do soro de leite, ndo forma a mesma interagdo, 0 que causa uma
reticulacdo inadequada; o mesmo ocorre com a reticulagdo utilizando acido tanico oxidado
(ZHANG et al., 2011; ROJAS-MORENO et al., 2018). Segundo ROJAS-MORENO et al.
(2018) o tipo de polissacarideo também vai influenciar a interacdo com o &cido tanico. Além
disso, uma limitacdo encontrada para sua aplicacdo na industria de alimentos é o sabor
estranho (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018).

Todavia, ALEXANDRE et al. (2019) reticularam microcéapsulas de gelatina — goma de
caju contendo 6leo de pequi com &cido tanico, com o objetivo de produzir e caracterizar as
microparticulas. Assim, os autores observaram que o aumento no percentual de acido tanico
(6,9%) na reticulacdo resultou em maior rendimento (7,77 a 39,77%) e eficiéncia de
encapsulacdo (2,60 a 70,98%). Além disso, a reticulagdo proporcionou um aumento na
temperatura de degradacdo do material; e consequentemente, melhorou a estabilidade térmica
das microparticulas (312 a 316°C). Assim, o processo de reticulagdo foi considerado
vantajoso na producdo dessas microparticulas. Contudo, foi observada a baixa solubilidade
das particulas em agua (1,08 a 4,82%) e que a reticulacdo interferiu na morfologia das

particulas, tornando-as menos homogéneas.
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Transglutaminase

A transglutaminase é uma transferase que catalisa a formacdo de uma ligacédo
covalente entre grupos gama-carboxilamida de residuos de peptideo ou glutamina ligada a
proteinas e grupos amino primarios e, com isso, realiza reticulagdes intra e intermoleculares
(VEIGA et al., 2016).

Avangos recentes utilizando a transglutaminase como um reticulador eficaz de
proteinas fornecem que esta enzima é capaz de prover solucBes viaveis para encapsular
compostos bioativos sem comprometer suas caracteristicas bioldgicas e fisico-quimicas, bem
como sua liberagdo controlada. Além disso, vem sendo muito utilizada como substituinte a
agentes de reticulacdo toxicos, como o glutaraldeido e o formaldeido (GHARIBZAHEDI et
al., 2018).

A taxa de liberacdo controlada de microcapsulas reticuladas pela transglutaminase
pode ser influenciada pela alteracdo da concentracdo da enzima e por fatores que afetam o
processo de reticulacdo, como pH, tempo e grau de reticulacdo (EGHBAL & CHOUDHARY,
2018). Com relacgdo ao grau de reticulacdo, existem opinides divididas entre os pesquisadores,
alguns afirmam que a reticulacdo é eficiente, pois reduz a taxa de liberacdo do material ativo,
contudo, outros relatam que a taxa de liberacdo é semelhante a microcapsulas sem reticulacéo
(DONG et al., 2008; PRATA et al., 2008; ALVIM & GROSSO, 2010; DONG et al., 2011;
ZHANG et al., 2012; ROJAS-MORENO et al., 2018).

Entretanto, uma limitacdo para a sua utilizacdo pela inddstria de alimentos, é seu alto
custo (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018). Além disso, ap6s a coacervacdo complexa, a
reticulacdo enzimatica pode ser dificultada, pois o acesso da enzima aos locais ativos no
substrato polimérico pode ser inibida, por exemplo, pela enzima ndo conseguir alcancar o
substrato polimérico em sistemas multicamadas ou por ndo haver sitios de reticulacdo

disponiveis devido a interagdes com outros polimeros (WEISS et al., 2019). Apesar dessas



387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

63

limitacdes, tem se mostrado adequada a coacervagdo complexa, resultando em maior
resisténcia mecénica das microcapsulas (GHARIBZAHEDI et al., 2018).

Em um estudo recente, DA SILVA et al. (2019) utilizaram a transglutaminase para
reticular microcépsulas de gelatina — goma arébica contendo L. acidophilus obtidas por
coacervacdo complexa. Foi observado pelos autores nesse estudo que a transglutaminase se
mostrou adequada a coacervacdo complexa, protegendo os probidticos frente a condigdes
adversas como no tratamento térmico a 63°C por 30 minutos e a 72°C por 15 segundos; no
trato gastrointestinal simulado, liberando os probidticos das microcapsulas somente na por¢éo
intestinal com a viabilidade de 9,07 log UFC g*; e durante armazenamento em condigGes de
congelamento e refrigeracdo por 60 dias. No entanto, como um fator limitante, foi observado
que a reticulagdo com transglutaminase ndo foi adequada ao armazenamento das
microcédpsulas em condicbes de temperatura ambiente, mantendo os probidticos viaveis por

30 dias.

Tripolifosfato de sodio

O tripolifosfato de sddio € um anion polivalente ndo-tdxico, € capaz de formar
ligacGes idnicas intermoleculares ou redes reticuladas pela sua interacdo com grupos amino
carregados positivamente (-NH3*) por forcas eletrostaticas (BUSTATRAEN & SALAUN,
2014). E frequentemente relatada na literatura a utilizacdo de tripolifosfato de sddio como
reticulador em coacervados formados com quitosana como polissacarideo (ROJAS-
MORENO et al., 2018).

Todavia, ROJAS-MORENO et al. (2018) utilizaram o tripolifosfato de sddio para
reticular coacervados de 6leo essencial de laranja formados com isolado de proteina do soro
de leite/carboximetilcelulose, isolado de proteina do soro de leite/alginato de sédio e isolado

de proteina do soro de leite/quitosana, e observaram que a utilizagdo do tripolifosfato de sddio
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néo foi tdo vantajosa quando associada a secagem por liofilizagdo, pois reduziu as eficiéncias
de encapsulacdo (30%) devido ao fendbmeno de mascaramento de cargas elétricas pela
presenca dos ions sodio, causando a interrup¢do da interagdo entre proteinas e polissacarideos.
A partir da reducgdo da eficiéncia de encapsulacdo constataram que a interacdo eletrostatica
entre esse agente de reticulacdo e a proteina do soro de leite ndo é suficientemente forte para
preservar o 6leo essencial encapsulado. Outro ponto importante a se observar na reticulacdo
com tripolifosfato de sédio é a concentracdo deste agente de reticulacdo, pois no mesmo
estudo de ROJAS-MORENO et al. (2018) né&o houve a separagdo de fases dos coacervados
devido a perda da interacdo entre os polimeros. Contudo, como vantagens da reticulagdo com
tripolifosfato de sodio, quando as microcépsulas foram secas por spray drying foi observado
que a eficiéncia de encapsulagdo aumentou até 38% com a reticulagdo e que houve a reducéo

no tamanho das microcépsulas, apresentando entre 10 e 17um.

Outros agentes de reticulacéo

Como mais uma alternativa de reticulacdo, porém raramente utilizada, para
microcapsulas obtidas por coacervacdo complexa, consta na literatura a reticulacdo por
cloreto férrico. SZE HUEI et al. (2016) utilizaram uma solucdo hidro alcodlica de cloreto
férrico para reticular microcapsulas de ibuprofeno produzidas por coacervacdo complexa. No
entanto, o cloreto férrico ndo resultou em resultados significativos, levando os autores a
concluirem que mais estudos sdo necessarios para confirmar a estabilidade do ibuprofeno na
presenca de ferro que pode iniciar o processo de oxidacao.

Outro agente de reticulagdo pouco relatado, mas utilizado para o processo de
coacervacao complexa é acido sinapico, conhecido como um antioxidante capaz de realizar
uma reticulagdo eficaz e melhorar a estabilidade de microcdpsulas produzidas por

coacervacao complexa (COMUNIAN et al., 2017; COMUNIAN et al., 2018). Alem disso, de
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acordo com COMUNIAN et al. (2018) o &cido sinépico pode ser considerado uma alternativa
adequada a agentes de reticulagdo tradicionais como a transglutaminase, que apresenta alto
custo e o glutaraldeido, que é toxico. Nesse sentido, COMUNIAN et al. (2016) utilizaram o
acido sinapico para reticular microcapsulas de gelatina — goma de caju contendo 6leo de
echium obtidas por coacervagdo complexa e comparar as microcapsulas obtidas a
microcdpsulas de gelatina — goma ardbica reticuladas com transglutaminase. As
microcapsulas obtidas foram submetidas a diferentes condi¢fes de estresse como
temperaturas (2 a 80°C), valores de pH (2 a 8), solucdes de NaCl (1 a 5%) (p/p) e solucbes de
sacarose (1 a 20%) (p/p). Foi observado que 0 processo demonstrou ser vantajoso em valores
de pH de 3 a 7, sob exposicdo a solucdes de sacarose e alta temperatura (80°C) com as
microcapsulas permanecendo intactas. Entretanto, houve rompimento das microcapsulas em
solugdes com concentracdo de sal de 3 e 5%, demonstrando a limitagdo do processo.
Ademais, foi ressaltado pelos autores que os tratamentos com goma de caju e acido sinapico
obtiveram resultados semelhantes aos tratamentos com goma arabica e transglutaminase nas
condicdes analisadas, podendo ser utilizados como uma alternativa para fornecimento e

aplicacdo de compostos em produtos alimenticios.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A coacervacdo complexa exibe inGmeras vantagens frente a outras técnicas de
microencapsulacdo. Além disso, apesar de ser amplamente utilizada, o melhoramento das
microcdpsulas obtidas pela coacervacdo complexa se faz necessério. Nesse sentido, a
reticulacdo € um processo relevante, por melhorar significativamente a estabilidade das
microcépsulas e facilitar sua aplicagdo. Assim, a reticulacdo é vantajosa em associagdo a

coacervacdo complexa e vem sendo realizada por uma ampla gama de agentes reticuladores,
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com destaque para os agentes atdxicos, possibilitando que as microcapsulas reticuladas sejam
aplicadas nas mais diversas areas e produtos.

No entanto, mais estudos em torno do processo de reticulagdo, dos agentes utilizados
no processo e da aplicacdo das microcapsulas reticuladas sdo necessérios para que as
informacdes nesse sentido sejam mais difundidas e ampliadas, para que possam ser utilizadas

por cientistas, tecn6logos e engenheiros de alimentos para 0 melhoramento desse processo.
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RESUMO: O processo de microencapsulagao
consiste em reter uma substancia em um
material transportador. Assim, a coacervacao
complexa tem sido estudada para a protecéo
de probidticos. Entretanto, suas microcapsulas
apresentam-se frageis sob certas condicoes.
Assim, compostos tém sido utilizados para

Avancos e Desafios da Nutricao 4

RETICULACAO ENZIMATICA

se obter estruturas mais resistentes, como
a transglutaminase. Além de proteger os
probidticos das condicdes adversas do alimento,
o processo de microencapsulacao permite
que o probidtico permanega viavel durante a
passagem pelo trato gastrointestinal. Assim, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a resisténcia
de microcépsulas contendo
rhamnosus obtidas por coacervagao complexa
e reticuladas com transglutaminase frente as
condicdes gastrointestinais simuladas. Dessa
forma, as microcapsulas foram produzidas pela
técnica de coacervagao complexa seguindo
metodologia de Marques da Silvaetal. (2018). O
processo de reticulagao com transglutaminase
foi realizado seguindo metodologia de Prata et
al. (2008). Aresisténcia ao trato gastrointestinal
simulado foi realizada segundo Madureira et
al. (2011). Observou-se que as microcapsulas
sem reticulacao liberaram seu contetudo na
etapa referente ao estdbmago e o probiotico
permaneceu viavel (6,13 log UFC g') até o final
do processo (ileo). Emrelagéo as microcapsulas
reticuladas com transglutaminase, a liberacao
dos probidticos ocorreu somente na etapa
referente ao duodeno (8,10 log UFC g') para
o tratamento 1, permanecendo viavel até o ileo
(8,08 log UFC g), e na etapa referente ao ileo
(7,85 log UFC g') para o tratamento 2. Assim,
o0 processo de reticulacao foi extremamente
vantajoso, aumentando substancialmente a

Lactobacillus
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resisténcia das microcapsulas frente ao trato gastrointestinal simulado, aumentando
assim, a viabilidade probidtica.
PALAVRAS-CHAVE: Lactobacillus rhamnosus; microencapsulacao; transglutaminase.

ABSTRACT: Microencapsulation process consists of retaining a substance in a carrier
material. Thus, complex coacervation has been studied for the protection of probiotics.
However, its microcapsules are fragile under certain conditions. Thus, compounds have
been used to obtain more resistant structures, such as transglutaminase. In addition
to protecting probiotics from adverse food conditions, the microencapsulation process
allows the probiotic to remain viable during passage through the gastrointestinal
tract. Thus, the objective of this work was to evaluate the resistance of microcapsules
containing Lactobacillus rhamnosus obtained by complex coacervation and crosslinked
with transglutaminase against the simulated gastrointestinal conditions. Thus, the
microcapsules were produced by the complex coacervation technique following the
methodology of Marques da Silva et al. (2018). The transglutaminase crosslinking
process was performed following the methodology of Prata et al. (2008). Resistance to
the simulated gastrointestinal tract was performed according to Madureira et al. (2011).
Non-crosslinked microcapsules were observed to release their contents in the stomach
step and the probiotic remained viable (6.13 log CFU g} until the end of the process
(ileum). The transglutaminase crosslinked microcapsules released into the duodenum
(8.10 log CFU g') for treatment 1, remained viable until the ileum (8.08 log CFU g), and
in the ileum step (7.85 log CFU g) for treatment 2. Thus, the crosslinking process was
extremely advantageous, substantially increasing the resistance of the microcapsules
to the simulated gastrointestinal tract, thereby increasing probiotic viability.
KEYWORDS: Lactobacillus rhamnosus; microencapsulation; transglutaminase.

11INTRODUCAO

O mercado de alimentos funcionais tem crescido consideravelmente nos Gltimos
anos, de 33,0 bilhdes em 2000 para 176,7 bilhdes de doélares em 2013, sendo
responséavel por um aumento de 5% no mercado global de alimentos. Esse aumento é
associado & busca dos consumidores n&o so6 por alimentos que fornecam nutrientes,
mas por alimentos que promovam a salde e o bem-estar (RIBEIRO et al., 2014).
Nesse sentido, os probibticos surgem como uma alternativa, pois quando vives e
em quantidades adequadas, conferem efeitos benéficos a salde do hospedeiro (LU;
PUTRA & LIU, 2018).

Probioticos podem ser definidos como microrganismos vivos que quando
administrados em doses adequadas conferem beneficios a salde do hospedeiro
(FAO/OMS, 2001). Atuam no organismo humano interagindo com bactérias comensais
e podem ter impacto direto sobre o hospedeiro, com isso, modulam os efeitos das
bactérias potencialmente nocivas, causam impacto no trato gastrointestinal, na
digestao, no metabolismo e no sistema imunolégico do hospedeiro (BINNS, 2013).
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O processo de microencapsulacéo consiste em reter uma substancia (agente
ativo) em um material transportador (material de parede) (DEVI et al., 2016). Alem
de proteger os probidticos das condicdes adversas presentes no suco de fruta, a
microencapsulacao permite que o probidtico permaneca viavel durante a passagem
pelo trato gastrointestinal e que chegue no local de ac&o (cédlon) em quantidades
adequadas (ERATTE et al., 2018).

A técnica mais antiga de microencapsulacao € a coacervagdo complexa.
Esta tecnica consiste na separagao de fases entre biopolimeros carregados com
cargas opostas através da interacao eletrostatica. Os coacervados geralmente sao
produzidos a partir de proteinas e polissacarideos, assim, podem ter uma ampla gama
de funcionalidades em varios produtos (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018).

Apesar da coacervagao complexa ser uma técnica amplamente utilizada, as
microcapsulas obtidas por coacervagao complexa sao também conhecidas por serem
frageis sob certas condigdes. Sendo assim, alguns compostos tém sido utilizados
com o intuito de se obter estruturas mais resistentes. Entre estes compostos, esta a
transglutaminase (COMUNIAN et al., 2016).

Atransglutaminase & uma enzima que catalisa reacdes de reticulagdo entre lisina
e glutamina, aumentando a estabilidade das microcapsulas por reforcar a estrutura
interna das mesmas (MURPHY; FARKAS; JONES, 2017). Atransglutaminase promove
alteracdes significativas como melhoramento da textura, estabilidade, gelificacao,
potencial de emulsificagao e capacidade de ligagao a agua, sem alteragéo negativa
na qualidade sensorial e nutricional (GHARIBZAHEDI et al., 2017). Além disso, em
estudos com probiodticos, a transglutaminase demonstrou néo ter influéncia negativa
no crescimento das células bacterianas (PAVUNC et al., 2011), além de aumentar a
resisténcia de microcépsulas probidticas expostas ao suco gastrico e propiciar maior
liberagao em suco intestinal (YEW et al., 2011).

Diante do exposto, ressalta-se a importancia do presente trabalho no sentido de
melhorar as microcapsulas obtidas por coacervacéo complexa, para que se possa com
isso, aumentar a viabilidade dos probidticos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
& desenvolver microcapsulas probiéticas por coacervacdo complexa induzida pela
reticulagcéo enzimatica, analisando estas microcépsulas frente as condi¢gdes adversas
do trato gastrointestinal simulado.

21 METODOLOGIA

Até o momento da utilizagcao, os Lactobacillus rhamnosus foram armazenados
sob congelamento (-18°C) em freezer. Para ativa-los, pesou-se 1 g dos mesmos e
adicionou-se em 100 mL de caldo MRS, incubando por 16 horas, a 37°C. Apos, a
cultura ativada foi centrifugada a 2470 x g, a 4°C, por 15 minutos e lavada com solugao
de NacCl (0,85%) por duas vezes. As celulas foram entao suspensas em solugéo salina
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para obtencao de aproximadamente 10 log UFC mL".

Para producdo das microcapsulas, foi utilizada a metodologia descrita por
Marques da Silva et al. (2018). Primeiramente, a cultura ativada foi adicionada a 100 mL
de gelatina 2,5%, mantendo sob agitacdo com agitador magnético com aquecimento
(Centauro, Parana, Brasil) (48-50°C) por 10 minutos para homogeneizacao dos micro-
organismos. Apds essa etapa, foram adicionados 100 mL de goma arabica 2,5% e
400 mL de agua destilada estéril, mantendo scob agitacéo e aquecimento (50 + 2°C);
ajustando em seguida o pH para 4,0, com solucgao de acido cloridrico (HCI) 0,1M. Apos
esta etapa, o aquecimento foi desligado, mantendo-se sob agitacédo, deixando-se
esfriar naturalmente a aproximadamente 30°C, e ap0s, o0 abaixamento da temperatura
foi realizado até atingir a temperatura de 12 — 10°C, com auxilio de banho de gelo.
Foi realizada a sedimentacéo e o coacervado foi retirado por filtracdo em peneira com
porosidade de 0,038 mm (400 mesh).

A reticulagao enzimética foi realizada de acordo com Prata et al. (2008), com
modificacédo. A enzima fransglutaminase (Ajinomoto, 100 U/g de atividade) foi
adicionada as microcapsulas prontas na concentra¢ao de 2,5 e 5,0 U/g de proteina,
que corresponderam aos tratamentos 1 e 2, respectivamente. A reacéo foi realizada a
25°C durante 15 horas sob agitagéo constante.

Apobs, a sobrevivéncia das culturas probibticas microencapsuladas submetidas as
condicOes gastricas e entericas simuladas foram avaliadas de acordo com a metodologia
descrita por Madureira etal. (2011), com modificagdes. Nesta técnica, a viabilidade das
microcapsulas probidticas sera avaliada sequencialmente em meios que simulam as
diferentes segdes do trato gastrointestinal (eséfago/estdmago, duodeno e ileo). Para
esta analise, foram utilizadas aliquotas de 1 g de microcapsulas. Na etapa eséfago-
estdmago foram utilizados 25 mg.mL-'de pepsina (Sigma), preparada em HCI 0,1 N;
esta solugao foi adicionada, em aliquotas iguais, durante toda a fase gastrica, a uma
concentracao de 0,05 mL.mL 'durante 90 min, a 130 rpm; sendo o pH ajustado até 2,0
utilizando HCI 1 M. Na etapa referente ao duodeno foi utilizada, a uma concentragéo
de 0,25 ml.ml', uma solugao contendo 2 g.L-' de pancreatina (Sigma) e 12 g.L-'de sais
biliares bovinos (Sigma), preparadas em NaHCO, 0,1 M, por 20 minutos, a 45 rpm.
Finalmente, a etapa referente ao ileo foi realizada por um aumento do pH para 6,5
utilizando uma solugao de NaHCO,0,1 M, por 90 minutos, a 45 rpm. Todas as solugbes
foram preparadas no momento da utilizacéo e esterilizadas com membrana de poro
0,20 ym (Minisart, Sartorius Stedim Biotech, Alemanha). A andlise foi conduzida em
uma incubadora refrigerada tipo Shaker (TE-421, Tecnal, Brasil) mantida a 37°C com
o intuito de simular a temperatura do corpo humano e agitacdo mecénica foi utilizada
em paralelo para simular os movimentos peristalticos intestinais, com intensidades
semelhantes as alcangadas em cada secgdo do trato digestivo. Ao final de cada etapa,
foram retiradas aliquotas para a contagem das células viaveis. Os resultados foram
expressos em log UFC.mL"".
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31 RESULTADOS

Os resultados obtidos para a exposicao das microcapsulas ao trato gastrointestinal
simulado estao expressos no Grafico 1.
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Gréfico 1 — Exposigao das microcapsulas ao trato gastrointestinal simulado. Controle —

microcapsulas sem reticulacao; tratamento 1 — microcapsulas reticuladas com 2,5 U de

enzima/g de proteina; tratamento 2 - microcapsulas reticuladas com 5 U de enzima/g de
proteina

Observa-se por meio do Grafico 1 que as microcéapsulas sem reticulagéo
(tratamento controle) néo ofereceram uma maior protecéo aos probiodticos frente ao
trato gastrointestinal simulado, pois liberaram todo seu contelido na etapa referente
ao estdmago, apresentando contagens de células viaveis de 8,14 log UFC g ' no inicio
do processo e 6,13 log UFC g na etapa referente ao ileo, resultando em uma reducéo
de aproximadamente 2 log UFC g'.

Emrelacao as microcapsulas reticuladas com transglutaminase, para o tratamento
1 observa-se que os probidticos foram liberados das microcapsulas na etapa referente
ao duodeno (8,10 log UFC g), apresentando contagens de células viaveis de 8,70
log UFC g no inicio do processo e permanecendo viavel até o ileo (8,08 log UFC g).
Ja para o tratamento 2, os probiéticos foram liberados das microcapsulas somente na
etapa referente ao ileo, apresentando contagens de células viaveis de 7,89 log UFC
g no inicio do processo e 7,85 log UFC g no final do processo.

41 DISCUSSAO

Amicroencapsulacéo dos probi6ticos € um método emergente para reduzir a perda
da viabilidade celular durante a passagem pelo trato gastrointestinal, bem como uma

alternativa de liberacéo controlada no trato intestinal (COOK; CHARALAMPOPULQS;
TZORTZIS & KHUTORYANSKIY, 2012).
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Comparando-se os tratamentos 1 e 2 ao tratamento controle, nota-se uma protegao
substancialmente maior nos tratamentos 1 e 2, pois os probidticos foram liberados das
microcapsulas somente nas etapas referentes ao duodeno e ileo, respectivamente, em
contrapartida ao controle que liberou os probiodticos na etapa referente ao estomago,
0 que ndo é desejavel devido aos probibticos apresentarem sensibilidade ao suco
gastrico, o que pode levar a perda da sua viabilidade devido ao pH extremamente acido
(COOK; CHARALAMPOPULQS; TZORTZIS & KHUTORYANSKIY, 2012; ZANJANI;
TARZI; SHARIFAN & MOHAMMADI, 2014), como € demonstrado no tratamento
controle.

Emrelacdoaostratamentos1e?2, oresultado eraesperado, poisatransglutaminase
faz ligacbes cruzadas entre as proteinas, resultando em uma maior resisténcia a
parede das microcépsulas devido ao aumento da sua estabilidade e permitindo que
elas sé sejam rompidas no trato intestinal (COOK; CHARALAMPOPULQOS; TZORTZIS
& KHUTORYANSKIY, 2012; MURPHY; FARKAS & JONES, 2017). Além disso, este
comportamento € adequado aos probidticos, pois € interessante que eles sejam
liberados somente na etapa intestinal para que os probidticos cheguem ao intestino
grosso em quantidades adequadas para garantir a sua colonizagéo e proliferagao
(SHORI, 2017).

Os resultados estéo de acordo com Marques da Silva et al. (2018) onde foram
observadas reducdes nas contagens de células viaveis de Bifidobacterium lactis
encapsulado por coacervacao complexa e expostos a condicdes gastrointestinais
simuladas. Etchepare et al. (2016) também observaram o mesmo comportamento ao
encapsular L. acidophilus por gelificacéo idnica e expor as microcapsulas & condicdes
gastrointestinais simuladas.

Em relacao ao processo de reticulacao com transglutaminase, resultado similar
ao presente trabalho foi encontrado por Chen, Li, Liu & Meng (2017) ao utilizar a
transglutaminase para induzir a gelificagdo i6nica na microencapsulacao de L.
bulgaricus. Neste estudo, foi observado que quando as microcapsulas foram expostas
ao trato gastrointestinal simulado, as microcapsulas comecaram a liberar seu contetido
no suco gastrico (7,5 log UFC g) e tendo sua liberagao total no suco intestinal (9,3 log
UFC g). Este resultado afirma que o processo de reticulagao com transglutaminase é
eficiente em oferecer maior resisténcia as microcapsulas e, consequentemente, maior
protecé@o aos prohiodticos.

5| CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, o processo de coacervacao complexa associada a reticulacéo
com transglutaminase mostrou-se adequado, aumentando consideravelmente a
resisténcia das microcépsulas frente ao trato gastrointestinal simulado e assim,
protegendo de forma eficaz os probidticos.
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VIABILITY OF PROBIOTIC BACTERIA (Lactobacillus  acidophilus)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Lactobacillus acidophilus were encapsulated by complex coacervation followed by transglutaminase crosslinking,
Microencapsulation aiming to improve the resistance of the microcapsules and improve the protection for probiotics. Subsequently,
Probiotics microcapsules were dried by freeze drying. The encapsulation efficiency, morphology, thermal resistance, gas-
Transglutaminase

trointestinal simulation and storage stability were analysed for wet and dry forms. The treatments offered high
encapsulation efficiency (68.20-97.72%). Transglutaminase maintained the structure rounded, multinucleate
and homogeneous distribution of probiotics in the microcapsules. In relation to the thermal resistance, in
general, microencapsulation was effective in protecting and crosslinked microcapsules demonstrated greater
protection for probiotics, obtaining viable cell counts of up to 10 log CFU g™, approximately. On exposure to
the simulated gastrointestinal tract, microencapsulation coupled to crosslinking demonstrated good results and
the dry form was more efficient in the protection and the treatment with greater amount of transglutaminase was
highlighted (9.07 log CFU g~ ). As for storage, probiotic viability was maintained for up to 60 days in freezing
temperature, with counts of up to 9.59 log CFU g~ *. The results obtained in the present work are innovative and

present a promising alternative for the protection of probiotics and their addition in food products.

1. Introduction

Nowadays, the market for functional foods, including probiotics,
has been growing considerably (Champagne, Cruz, & Daga, 2018). Hill
et al. (2014) define probiotics as, “live microorganisms that, when
administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host”.
However, the incorporation of probiotics into food is particularly
challenging, especially in terms of its stability during processing and
storage. Moreover, it is extremely important to avoid undesirable in-
teractions with the food matrix (Ranadheera, Naumovski, & Ajlouni,
2018), as well as ensuring stability without losing functionality until
reaching the gastrointestinal tract and releasing them at the site of
action (Eratte, Dowling, Barrow, & Adhikari, 2018). Therefore, micro-
encapsulation emerges as an alternative to these barriers.

Microencapsulation is widely known to improve the physical pro-
tection and stability of probiotics in food. In addition, micro-
encapsulation has been sought by the food industry as a way to add

* Corresponding author.
E-mail address: cristiano.ufsm@gmail.com (C.R. de Menezes).
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value to its products and differentiate itself in the market. In this sense,
the food industry should analyze and consider all economic aspects
involved, such as technology and coating material appropriate for
controlled release, method complexity, feasibility of production to meet
consumer specifications and costs for product manufacture, as well,
determining whether this technology will have functionality. If eco-
nomically viable, this technology can enhance the addition of novel
food ingredients, provide greater protection for processed food pro-
ducts, enter new market segments, and achieve important goals in this
dynamic and ever-changing market (Versic, 2014). Thus, complex
coacervation is being extensively explored and considered promising
for the encapsulation of probiotics (Bosnea, Moschakis, & Biliaderis,
2014; Marques da Silva et al., 2018).

However, parameters such as composition and concentration of
biopolymers, and environmental conditions may affect the production
of the microcapsules and their structure (Bosnea, Moschakis, Nigam, &
Biliaderis, 2017). In addition, microcapsules formed by complex
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coacervation are also known to be fragile under certain conditions. For
this reason, specific compounds are used to obtain more resistant
structures, such as transglutaminase (Comunian et al., 2016). Trans-
glutaminase is an enzyme widely used to improve functional and tex-
ture properties of food (Djoullah, Krechiche, Husson, & Saurel, 2016). It
forms intra and intermolecular covalent crosslinks between two amino
acid residues in the protein structure, improving the rheological and
physical properties of the gel. This process is known as crosslinking and
confers significant changes in the protein molecules present in the food
matrix, without negatively affecting the sensorial or nutritional quality
(Gharibzahedi et al., 2017).

It is noteworthy that L. acidophilus has been studied in several ap-
plications in food products. Felicio et al. (2016) produced Minas cheese
with sodium reduction and added Lactobacillus acidphilus and Lacto-
coccus lactis as probiotic cultures, in addition to arginine. It was ob-
served that probiotics presented viability in the product and reduction
of sodium and addition of arginine did not affect the technological
parameters, as well as probiotic viability. The authors also mentioned
that it was possible to develop a product with potentially positive ef-
fects on cardiovascular health, emphasizing the importance of the
study. However, Batista et al. (2015) produced a probiotic yogurt with
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium longum and addition of
glucose oxidase, in order to compare the product obtained with com-
mercial products, evaluating microbiological, physico-chemical and
metabolic activities. It was observed that the addition of glucose oxi-
dase decreases oxidative stress, favoring probiotic viability and that the
produced yogurt presented characteristics similar to commercial pro-
ducts. Similarly, Cruz et al. (2013) produced yogurt with addition of
probiotics and glucose oxidase and evaluated the storage in plastic
packages with different rates of oxygen permeability for 28 days. The
authors observed that the addition of glucose oxidase together with
packaging with different oxygen permeabilities presented an interesting
technological option to reduce the oxidative stress of probiotics and
that the product presented a higher degree of post acidification, pro-
teolysis and organic acid production. On the other hand, Gomes (2011)
supplemented fresh Minas cheese with Lactobacillus acidophilus and
evaluated its physical-chemical and sensorial characteristics when
compared to a conventional Minas frescal cheese. It was observed that
probiotic cheese showed values for appearance, aroma and texture, and
that tasters preferred the conventional cheese, indicating that probiotic
supplementation had negative sensory effects. Thus, the benefits of
microencapsulation over probiotics can be justified.

Given the above, this article aims at developing microcapsules
containing Lactobacillus acidophilus by complex coacervation, cross-
linking these microcapsules with transglutaminase to improve their
resistance and increase the viability of probiotics, and performing the
drying of these microcapsules by freeze drying. Subsequently, it is in-
tended to characterize the microcapsules, in the wet and dry forms, and
to evaluate them in relation to the thermal resistance, the simulated
gastrointestinal conditions and the storage under different temperature
conditions.

2. Material and methods
2.1. Reagents

Gelatin type A (Gelita, Germany), gum arabic (CNIL, Brazil),
Transglutaminase (Ajinomoto, Brazil), Lactobacillus acidophilus
(Probiotical, Italy), MRS broth (Himedia, India), MRS agar (Kasvi,
Brazil).
2.2. Inoculum preparation

At this stage, a probiotic culture was activated in MRS broth for

16 h. Then, it was centrifuged at 2470 xg at 4 °C for 15 min and washed
with saline solution (0.85%). The cells were then suspended in this
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Table 1

Conditions of enzymatic crosslinking of L. acidophilus microcapsules.
Enzyme concentration (U/g PTN®) Treatment
0.0 Control treatment
25 Treatment 1
5.0 Treatment 2

2 U/g PTN = Unit of enzyme added per gram of protein.
solution to obtain approximately 10 log CFU mL ~*.
2.3. Production of microcapsules by complex coacervation

Microcapsules were produced by complex coacervation, according
to the methodology proposed by Marques da Silva et al. (2018). First,
the culture was added to 100 mL of 2.5% gelatin, kept under stirring
and heating (48-50 °C), for about 10 min. Then, 100 mL of 2.5% gum
arabic and 400 mL of sterile distilled water were added, and the pH was
adjusted to 4.0. After this step, the heating was turned off, allowing the
culture to cool down naturally at about 30 °C (about 1 h), subsequently,
temperature lowering was carried out until the temperature reached
10-12 °C with an ice bath, for approximately 30 min. The culture was
allowed to settle and the coacervate was removed by filtration.

2.4. Crosslinking process

The enzymatic crosslinking was performed according to Prata,
Zanin, Ré, and Grosso (2008). The transglutaminase enzyme (Ajino-
moto, 100 U/g activity) was added to the ready microcapsules, under
the conditions expressed in Table 1. The reaction was carried out at
25 °C during 15 h under constant stirring. The free cell is not part of this
process as it is not added enzyme.

2.5. Drying microcapsules

The produced microcapsules was frozen (—18°C for 24 h) on the
same day it was produced. The freeze drying of these microcapsules was
performed in a lyophilizer (L1101, Liotop, Brazil) for 24 h after the be-
ginning of the process (vacuum: 0.200-0.300 pHg and condenser
temperature at —37 °C).

2.6. Encapsulation efficiency

Encapsulation efficiency (EE) was calculated according to Annan,
Borza, and Hansen (2008).

EE = (N/Np) x 100 M

where N is the number of viable cells (log CFU g~ !) released from the
microcapsules and Ny is the number of viable cells (log CFU g 1) in the
cell concentrate prior to microencapsulation.

2.7. Morphological characterization of microcapsules

The morphological characterization was performed by means of
microscopy and the mean size of the microcapsules. Optical microscopy
of the wet microcapsules was performed using optical microscope
(Scope A.1, Zeiss, Germany) equipped with AxioCam MRc digital
camera (Carl Zeiss). The morphology of the dried microcapsules was
evaluated in Scanning Electron Microscope (Sigma 300 VP, Zeiss,
England). The mean size of the wet and dry microcapsules was mea-
sured on the Mastersizer 2000 equipment (Malvern, Germany).

2.8. Viable cell count

The dilution of the microcapsules consisted of weighing 1 g of wet
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microcapsules and 0.1 g of dry microcapsules, followed by the addition
of 9 mL of sodium phosphate buffer solution (pH7.5) according to the
methodology described by Sheu, Marshall, and Heymann (1993). Ap-
propriate dilutions were transferred in triplicate to sterile Petri dishes,
followed by addition of MRS agar (Kasvi, Parand, Brazil). The plates
were incubated at 37 °C for 72 h in anaerobic jars containing anaerobic
generators (Anaerobac, Probac, Sao Paulo, Brazil). The results were
expressed in log CFU mL~ L.

2.9. Resistance of microcapsules to simulated gastrointestinal conditions

The simulated gastrointestinal conditions for the microcapsules
were performed according to Madureira, Amorim, Gomes, Pintado, and
Malcata (2011), with modifications. Aliquots of 2g of wet micro-
capsules and 1 g of dry microcapsules were used.

In the esophagus-stomach stage, 25 mg mL~! of pepsin (Sigma) was
used; this solution was added, in equal aliquots, throughout the gastric
phase (0.05 mL mL ™) for 90 min; with the pH being adjusted to 2.0. In
the duodenum stage, a solution containing 2gL~! of pancreatin
(Sigma) and 12 gL’1 of bovine bile salts (Sigma) were used at a con-
centration of 0.25 mL mL ~!; with the pH adjusted up to 5.0 for 20 min.
Finally, the ileum stage was performed for 90 min by raising the pH to
6.5. The analysis was conducted in a refrigerated shaker incubator (TE-
421, Tecnal, Brazil) maintained at 37 °C to simulate human body tem-
perature and mechanical agitation was used in parallel to simulate in-
testinal peristaltic movements. At the end of each stage, aliquots were
taken for the viable cell count, according to item 2.2.7. The results were
expressed in log CFU mL™ L.

2.10. Resistance of microcapsules to heat treatment

The thermal resistance was performed following the methodology
proposed by Zhang, Lin, and Zhong (2015), with modifications. The
microcapsules, 1 g of wet and 0.1 g of dried ones, were transferred to
9 mL of peptone water in test tubes. The content was then submitted to
the thermal conditions of 63 °C for 30 min and 72 °C for 15s. Then, the
tubes were immediately cooled by immersion on ice for 10 min. Ali-
quots were collected for the viable cell count, according to item 2.2.7.
The results were expressed in log CFU mL ™ 1.

2.11. Evaluation of microcapsules under different storage conditions

Both wet and dry microcapsules were stored at room temperature
(25 °C), refrigeration (7 °C) and freezing (— 18 °C) for 120 days, and for
comparison, the free cell (without transglutaminase) was included to
compare the viability between the crosslinking process and the un-
treated cells. The viable cell count was performed every 15 days, ac-
cording to item 2.2.7. The results were expressed in log CFU mL™1.

2.12. Statistical analysis

For the analyses performed in duplicate, the differences between the
means were verified by Student's t-test (p < .05) using Statistica 7°.
For the analyses performed in triplicate, the data were submitted to the
analysis of variance (ANOVA) and the differences between the means
were verified by the Tukey test (p < .05) using Statistica 7°.

3. Results and discussion
3.1. Encapsulation efficiency

The results obtained are expressed in Table 2. It is observed that, for
the wet microcapsules, the treatments presented high encapsulation
efficiency. In relation to the dry microcapsules, the control treatment
also presented the highest encapsulation efficiency, followed by treat-
ment 1 and treatment 2. These results are promising, since it is expected
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Table 2
Encapsulation efficiency of L. acidophilus microcapsules in the different treat-
ments.

Encapsulation efficiency (%) Wet Dry

Control (0.0 U/g PNT) 97.7 + 2.06%2 94.4 + 2,837
Treatment 1 (2.5U/g PTN) 90.9 + 0.17% 87.1 + 1.72°°
Treatment 2 (5.0 U/g PTN) 93.6 + 2,91 68.2 + 1.50°

Means followed by the same letter, upper case in the column, do not differ
statistically from each other by the Tukey test at 5% significance; and lowercase
in the row, do not differ statistically from each other by the Student t-test at 5%
significance. Means obtained in triplicate.

that the microencapsulation technique will be highly efficient.

By comparing the wet and dry forms, it was observed that the
control treatment did not present statistical difference; however,
treatments 1 and 2 differed from each other. Therefore, it was possible
to notice that there was a significant reduction in the viable cell count
in these treatments when the microcapsules were dried, which should
not be attributed to the transglutaminase, but to the drying process,
since the treatments in the wet microcapsules presented high en-
capsulation efficiency. According to Chen, Li, Liu, and Meng (2017),
during the drying process, ice crystals are formed due to slow freezing
and removal of the bound water. This can cause injury to membrane
cells and protein surfaces, leading to inactivation of the probiotic,
which may justify the higher encapsulation efficiencies of the wet mi-
crocapsules. The results are in accordance with Eratte et al. (2015), who
by encapsulating L. casei with and without addition of omega 3 in WPI
and gum arabic by complex coacervation followed by freeze drying,
obtained 84.95 and 70.23% of encapsulation efficiency, respectively.

3.2. Morphological characterization of microcapsules

The results obtained for the mean diameter are presented in Table 3.
For the microcapsules in the wet form, treatment 1 presented the
smallest mean diameter, and the control treatment and treatment 2 did
not differ from each other, but differed from treatment 1. On the other
hand, for the dry microcapsules, all treatments differed from each other
and the lowest mean diameter obtained was for treatment 2.

Moreover, it can be seen that the transglutaminase crosslinking
process did not influence the mean diameter of the wet microcapsules.
According to studies found in the literature (Comunian et al., 2016;
Prata et al., 2008), the application of crosslinking agents does not in-
fluence the mean diameter. Even though in the dry microcapsules, it
can be observed that the higher the amount of enzyme, the smaller the
mean diameter. Transglutaminase acts by forming intra- and inter-
molecular covalent crosslinks between amino acid and protein residues
(Gharibzahedi et al., 2017), thereby increasing the glutamyl and lysine
bonds of the protein structure by enhancing it, which reduces particle
expansion.

Comunian et al. (2016) encapsulated chia oil in gelatin and gum
arabic (1:1) followed by transglutaminase crosslinking and freeze
drying, where the mean diameter analysis of the microcapsules with

Table 3
Mean diameter of L. acidophilus microcapsules obtained by complex coacerva-
tion.

Mean diameter (pum) Wet Dry

Control (0.0 U/g PNT) 169.6 = 0.65*° 511.7 + 1.40%
Treatment 1 (2.5U/g PTN) 158.2 + 0.17% 439.2 + 15.46%
Treatment 2 (5.0 U/g PTN) 172.3 + 1.86° 297.2 + 39.30%*

Means followed by the same letter, upper case in the column, do not differ
statistically from each other by the Tukey test at 5% significance; and lowercase
in the row, do not differ statistically from each other by the Student t-test at 5%
significance. Means obtained in triplicate.
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and without crosslinking was performed. Mean diameters of 45.49 and
44.87 um were observed for the microcapsules with and without
crosslinking, respectively. Ribeiro et al. (2014) encapsulated L. acid-
ophilus in pectin and whey protein by ionic gelation followed by com-
plex coacervation coating with whey protein concentrate. A mean
diameter of 253.3 um was observed. According to Chen et al. (2017),
larger sizes of microcapsules offer greater protection to probiotics,
however affect the sensory quality of the product. These studies de-
monstrate that the results found in the present study are in accordance
with the literature.

In relation to the morphology (Fig. 1), the wet microcapsules were
multinucleated, with rounded shapes and homogeneous distribution of
probiotics. As for the dry microcapsules, the freeze drying provided the
formation of porous agglomerates, thus losing the spherical shape. This
is a characteristic behaviour of this drying process. It is noteworthy that
both the wet and dry microcapsules presented characteristic forms of
the process, therefore, the crosslinking process with transglutaminase
did not alter the microcapsules in both wet and dry forms.

The results are in accordance with Eratte et al. (2015) who found
similar results. Moreover, Comunian et al. (2016) emphasize that the
addition of crosslinkers does not influence the outer structure of the
microcapsules.

3.3. Resistance of microcapsules under simulated gastrointestinal conditions

The results obtained are expressed in Table 4. It is observed that the
free cell preserved the viability throughout the gastrointestinal tract.
This was expected because the probiotic should colonize the colon to
provide its beneficial effects. However, the same was not verified by
Ribeiro et al. (2014) when L. acidophilus LA-5 cells were submitted to
the simulated gastrointestinal tract and presented a survival rate of 5.74
log CFU g~ ! in the intestinal juice. Based on the results, it can be ob-
served that there is a difference in the resistance of probiotics to adverse
conditions relevant to the used strain. Thus, microencapsulation may be
a solution for probiotics that are more vulnerable.

Regarding microcapsules in the wet form, the probiotic viability of
the microencapsulated cells presented a small loss in viability in rela-
tion to the free cells due to the microencapsulation process. It was also
observed that the control treatment was not as efficient in the protec-
tion of probiotics as it released them from the stomach, generating loss
in viability until the end of the process. However, if we consider the
addition of free cells without the protection of the microcapsules in
food, with the adverse conditions encountered in processing and food
matrix itself, these free cells can be drastically reduced, which can be
avoided with the use of microencapsulation. In contrast, the crosslinked
microcapsules were still able to protect the probiotics, mainly against
the gastric conditions, releasing the probiotics only from the duo-
denum, maintaining high probiotic viability until the end of the pro-
cess, demonstrating the relevance of the use the crosslinking. It can be
noted that all treatments differed statistically and treatment 2 offered
greater protection to probiotics. For the dry microcapsules, on the other
hand, all treatments differed statistically from each other. Comparing
the microcapsules in both the wet and dry forms, it was observed that
all the treatments presented statistical difference and that the dry form,
in treatments 1 and 2, was more efficient in protecting the probiotics.

Moreover, still regarding the wet microcapsules, the control treat-
ment released the probiotics in the stomach; however, they remained
viable until the end of the gastrointestinal tract. The result found is in
accordance with Marques da Silva et al. (2018), who encapsulated B.
lactis by complex coacervation and noted that the microcapsules in-
itiated the release of probiotics when they were exposed to the contact
with the stomach (5.89 log CFU g~1). It was also verified that they
maintained the viability up to the ileum (7.77 log CFU g~ 1).

In addition, both treatments 1 and 2 initiated the release of pro-
biotics in the stomach, releasing the entire content from the duodenum
and maintaining viability in the ileum. Chen et al. (2017) used
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transglutaminase to induce ionic gelation to microencapsulate L. bul-
garicus. By exposing the microcapsules to the simulated gastrointestinal
tract, it was observed that probiotics started to be released in the gastric
juice (7.5 log CFU g~1) and were fully released in the intestinal juice
(9.3 log CFU g~ 1. This is a similar result to those found in the present
study, which states that transglutaminase in the crosslinking process is
capable of offering greater resistance to microcapsules and, conse-
quently, greater protection to probiotics. In addition, although the free
cell has remained viable throughout the process, treatment 2 is more
suitable because it offers greater protection against the stomach, a place
considered to be adverse to probiotics due to its extreme acidic.

Regarding the dry microcapsules, the results obtained are similar to
those found for the microcapsules in the wet form. However, the dry
form proved to be more efficient, since it fully protected the micro-
capsules in the stage concerning the stomach, with no disruption for all
treatments in this place. In this sense, it is worth mentioning the
treatment 2, which also protected the microcapsules from rupture in the
duodenum and released their contents only in the ileum. In view of the
results obtained, it is important to note that the dried form together
with the transglutaminase was highly efficient for the resistance of the
microcapsules, which can be verified in the Table 4 as non-determined
values (ND), which refer to the microcapsules that were not ruptured,
thus, not having a viable cell count, demonstrating the protection
achieved through the crosslinking together with the drying. This pro-
cess would be extremely advantageous for the administration of the
probiotics, since it is a way to ensure that the probiotics will reach the
intestine in large quantities and with high viability, as well as for the
addition of probiotics in several adverse food matrices.

Similarly, Nunes et al. (2018) added hi-maze to the formulation of
microcapsules produced by spray drying for the encapsulation of L.
acidophilus and observed that the survival rate of probiotics increased,
with viable cell counts of 10.49 log CFU g~ ! in the stage concerning the
ileum. However, Marques da Silva et al. (2018) encapsulated B. lactis by
complex coacervation followed by freeze drying and found that the
microcapsules started to release the contents in the stomach, but pro-
biotics remained viable until the end of the process (8.75 log CFU g~ 1).
Therefore, in view of the studies found in the literature, protection can
be related to the combination of the drying process with crosslinking by
transglutaminase, since in the studies cited above, the drying process
was not effective in improving protection.

3.4. Resistance of microcapsules to heat treatment

In the present work, the slow and the quick types of pasteurization
were simulated, in order to analyze the resistance of the microcapsules
as well as the probiotics under these conditions.

The results obtained for the resistance of the microcapsules to the
heat treatment are expressed in Fig. 2, where in the treatment 63 °C
30 min~Y, for the wet form, the crosslinked microcapsules presented
greater resistance. Treatment 2 proved to be more efficient, when
compared to the microcapsules without crosslinking, however, pre-
sented no statistical difference in relation to the control treatment. For
the dry form, treatments 1 and 2 were significantly more efficient,
presenting a statistical difference in relation to the control treatment. In
the treatment 72°C 15s~ !, for the wet form, treatment 2 was sub-
stantially more efficient, presenting statistical difference of the other
treatments. In relation to the dry form, all the treatments were efficient,
but the treatments 1 and 2 were outstanding, nevertheless, all the
treatments did not present any difference among themselves. Further-
more, the dry form is highlighted, because when compared especially to
the control treatment, it promoted greater protection and viability of
the probiotics. In this sense, taking into account the food manufacturing
process, the use of transglutaminase can be extremely advantageous, as
it will offer greater resistance to the microcapsules, which will facilitate
the processing.

Bosnea, Moschakis, Nigam, and Biliaderis (2017) encapsulated L.
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Fig. 1. Optical and scanning electron microscopy of Lactobacillus acidophilus microcapsules in wet and dry forms, respectively. Wet control treatment (40 X ) (A); wet
treatment 1 (40 X ) (B); wet treatment 2 (40 X ) (C); dry control treatment (300 x ) (D); dry control treatment (3000 x ) (E); dry treatment 1 (300 x ) (F); dry treatment
1 (3000 x) (G); dry treatment 2 (300 x ) (H); dry treatment 2 (3000 x ) (I). Red circles indicate the presence of probiotics. (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Table 4
Behaviour of L. acidophilus after microencapsulation process exposed to simulated gastrointestinal conditions (log CFU g™ %),
Wet Dry
Initial Stomach Duodenum Ileum Initial Stomach Duodenum Tleum
Free cell 9.21 + 0.034 8.77 + 0.0744 9.83 + 0.014° 9.09 + 0.024¢ 9.21 + 0.03 % 8.77 + 0.07 A 9.83 + 0.01 42 9.09 + 0.02 B¢
Control 8.40 + 0.13° 6.71 + 0.0784 6.08 + 0.05% 6.13 + 0.03° 9.03 + 0.08 < ND- 6.06 + 0.03 B¢ 8.04 + 0.03
Treatment 1 8.58 + 0.20% 6.75 = 0.10%¢ 8.09 = 0.02% 8.05 = 0.05% 9.78 + 0.03 % ND* 4.22 + 0.04 < 9.49 + 0.01 4°
Treatment 2 8.84 = 0.12%° 4,98 = 0.16% 8.20 = 0.18% 8.08 + 0.06" 946 + 012 ND* ND- 9,07 = 0.07 ®°

Means followed by the same letter, uppercase in the column and lowercase in the row, do not differ statistically from each other by the Tukey test at 5% significance.

Means obtained in triplicate.
* Not Determined: Microcapsules were not disrupted during the process

plantarum and L. paracasei in WPI and gum arabic by complex coa-
cervation and analysed the behaviour of the microcapsules exposed to
the heat treatment at 65 °C 30 min~ . A low survival of approximately
2.6 and 2.0 log CFU g1, respectively, was observed. By comparing
these results with the results obtained in the present study, it can be
concluded that the transglutaminase crosslinking process offered a
higher resistance to the microcapsules, thus offering greater protection
to probiotics.

Furthermore, the results obtained are in accordance with Zhang
et al. (2015) who observed higher survival of L. salivarius at 72°C
155~ !, which justifies that the pasteurization process at high tem-
perature and in a shorter time is preferable for encapsulated probiotics,
since the heat stability may be explained by the low rate of water dif-
fusion. In addition, it is not only the heating that causes injury to
probiotic cells, but also the destruction of water molecules that are
bound to the cell surface.

Moreover, in the dry form, the probiotic presented greater viability,
except in the control treatment in slow pasteurization. Therefore, for
both the slow and quick pasteurization, it is recommended to use the
dry microcapsule in order to resist the heat, conferring greater viability
to the probiotic.

The best results presented in our study differ in relation to others
found in the literature due to the differences in the heat treatment
conditions, the bacterial strains and the environment involving the
probiotic cells, that is, the type of microcapsule and, in this case,
transglutaminase crosslinking (Zhang et al., 2015).

3.5. Evaluation of microcapsules under different storage conditions

Fig. 3 shows the effect of freezing (— 18 °C), refrigeration (7 °C) and
room (25 °C) temperature on the viability of wet and dry encapsulated
L. acidophilus.

At freezing temperature, wet microcapsules (Fig. 3.A) remained
viable for 60 days, with viable cell counts of 9.59 log CFU.g ™! for the
control treatment, 8.49 log CFU.g~! for treatment 1 and 8.19 log
CFU.g~ ! for treatment 2. Microcapsules in dry form (Fig. 3.B) also re-
mained viable for 60 days, with viable cell counts of 8.51 log CFU.g ™!
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for the control treatment, 6.66 log CFU.g~! for treatment 1 and 6.76
log CFU.g ™! for treatment 2. The results showed that the wet form was
more efficient in the protection of probiotics because there are losses
during the drying process, mainly due to the slow freezing and among
treatments, the control treatment was the most efficient, probably due
to its higher encapsulation efficiency.

The results obtained are in accordance with the ones found by Chen
et al. (2017), in which L. bulgaricus remained viable for 60days in
microcapsules produced by emulsion with transglutaminase-induced
gelation and alginate coating exposed to storage under freezing tem-
perature. In addition, these authors state that the low storage tem-
perature was favourable to maintain cell viability, because lower tem-
peratures reduce the metabolic activities of the probiotic, thus reducing
harmful chemical reactions.

At refrigeration temperature storage, the wet microcapsules
(Fig. 3.C) remained viable for 60 days, with viable cell counts of 6.09
log CFU.g ™! for the control treatment, 7.80 log CFU. g~ ! for treatment
1 and 6.53 log CFU.g ™! for treatment 2. On the other hand, in the dry
microcapsules (Fig. 3.D), the control treatment maintained viability for
60 days, with viable cell counts of 7.44 log CFU.g~! and treatments 1
and 2 maintained viability for 30 days, with viable cell counts of 7.05
and 6.95 log UFC.g ™!, respectively. Additionally, treatments 1 and 2,
which contain transglutaminase crosslinking, were more efficient for
the wet microcapsules, since the control treatment was more efficient
for the dry microcapsules. Thus, we can consider that the wet form
offered greater protection, highlighting transglutaminase crosslinking
in this condition.

Bosnea et al. (2014) encapsulated L. paraplantarum and L. paracasei
by complex coacervation and stored the microcapsules at refrigeration
temperature for 60 days. They found that probiotics survived at a rate
of approximately 9.5 and 9.0 log CFU.g~!, respectively. Likewise,
Bosnea, Moschakis, and Biliaderis (2017) encapsulated L. paracasei by
complex coacervation and observed the viability of probiotics for
45 days at refrigeration temperature, identifying a survival rate of 7.14
log CFU.g~ L.

At room temperature storage, for wet microcapsules (Fig. 3.E), the
control treatment remained viable for 60 days, with viable cell counts of

Fig. 2. Resistance of L. acidophilus microcapsules to
heat treatment. Wet control - microcapsule without
addition of enzyme in the wet form; wet treatment 1
- microcapsule with addition of 2.5U enzyme/g
protein in wet form; wet treatment 2 - microcapsule
with addition of 5U enzyme/g protein in the wet
form; dry control - microcapsule without addition of
enzyme in dry form; dry treatment 1 - microcapsule
with addition of 2.5U enzyme/g protein in the dry
form; dry treatment 2 - microcapsule with addition
of 5U enzyme/g protein in the dry form. Means
followed by the same letter, upper case for wet and
dry forms and lower for temperatures, do not differ
statistically from each other by the Tukey test at 5%
significance. Means obtained in triplicate.
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Fig. 3. Storage at different temperatures of L. acidophilus microcapsules. Freezing temperature for wet form (A) and dry (B); Refrigeration temperature for wet form
(C) and dry (D); Room temperature for wet form (E) and dry (F). Control treatment - microcapsules without enzyme addition; treatment 1 - microcapsule with
addition of 2.5 U enzyme/g protein; treatment 2 - microcapsule with addition of 5 U enzyme/g protein. Means followed by the same letter, uppercase for treatments
and lowercase between treatments, do not differ statistically from each other by the Tukey test at 5% significance. Means obtained in triplicate.

7.54 log CFU.g ™!, however, treatments 1 and 2 maintained viability for
30 days with viable cell counts of 7.06 log CFU.g~! and 6.94 log
CFU.g ™, respectively. As for the dry microcapsules (Fig. 3.F), probio-
tics lost viability in < 30 days for the treatments.

Witzler, Pinto, Valdez, Castro, and Cavallini (2017) encapsulated E.
faecium by extrusion and complex coacervation followed by freeze
drying and observed that the probiotics encapsulated by the extrusion
technique did not even survive for 14 days, and the probiotics en-
capsulated by coacervation survived at a rate of 6.93 log CFU.g ™! for
266 days. These results show that the survival of probiotics is depen-
dent on the strain and microencapsulation technique used.

Comparing the storage temperatures used, it can be noticed that in
the dry form there were larger losses in probiotic viability for all
treatments. Besides that, the cells presented higher survival in freezing
temperature, even the free cell showed to be highly resistant in this
condition. Marques da Silva et al. (2018) also found greater viability in
the wet microcapsules of B. lactis produced by complex coacervation
when compared to the dry microcapsules. These authors state that
drying may cause some kind of injury to probiotic cells and thereby
interfere with their survival during storage. In addition, the higher
survival in freezing temperature is justified by the fact that this tem-
perature offers better stability to the probiotics.
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In relation to the fact that the free cell survival is greater than some
of the treatments in some storage conditions, no data in the literature
was found. Nevertheless, this may be related to the probiotic strain.
Bosnea et al. (2014) found a survival rate of approximately 5.3 and 6.0
log CFU.g~ ! for L. paraplantarum and L. paracasei, respectively, stored
for 60 days at refrigeration temperature. On the other hand, Chen et al.
(2017) observed that L. bulgaricus free cells lost viability in < 14 days at
37°C.

Furthermore, transglutaminase is not interfering with the survival of
probiotics. Gharibzahedi and Chronakis (2018) added transglutaminase
to yogurt and observed that the enzyme provided a higher growth rate
of the microorganisms used during the fermentation, besides protecting
the starter culture and the probiotic cells in the yogurt.

4. Conclusion

Finally, transglutaminase crosslinking proved to be an effective way
to increase the viability of probiotics by improving the resistance of
microcapsules in comparison to microcapsules without crosslinking,
especially in the wet form, demonstrating the importance and relevance
of this work. However, the importance of drying together with cross-
linking when microcapsules are exposed to heat treatment and simu-
lated gastrointestinal conditions is the most appropriate way to use
microcapsules in processes that use high temperatures, such as pas-
teurization. In addition, this may also facilitate processing, with proper
handling, as well as the administration of probiotics. Finally, in most
cases, the crosslinking has showed to be advantageous and promising
for complex coacervation, being highly appropriate for the improve-
ment of the microcapsules.
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7 MANUSCRITO 2 - VIABILIDADE DE Lactobacillus  acidophilus
MICROENCAPSULADOS POR COACERVACAO COMPLEXA ASSOCIADA A
RETICULACAO ENZIMATICA SOB APLICACAO EM DIFERENTES SUCOS DE
FRUTA

Manuscrito formatado de acordo com as normas para submissdo da revista Food

Research International.
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Resumo

O objetivo desse estudo foi produzir microcépsulas contendo Lactobacillus acidophilus LA-
02 por coacervagdo complexa seguida de reticulagdo com transglutaminase e avaliar o efeito
da adicdo em diferentes sucos de fruta, além da viabilidade probidtica e dos sucos de fruta
durante armazenamento. Para isso, os L. acidophilus foram microencapsulados por
coacervacdo complexa, seguida de reticulagho com transglutaminase em diferentes
concentracfes. Os probidticos, nas formas livre e microencapsulada, foram adicionados ao
suco de laranja e ao suco de macd em concentracfes de 10 e 30%. As microcapsulas obtidas
foram caracterizadas quanto a morfologia. A viabilidade dos probi6ticos, os efeitos de sua
adicdo nos sucos de fruta e a caracterizacdo desses sucos (pH e sélidos solGveis totais) foram
realizadas durante 63 dias de armazenamento a 4°C. O suco de laranja se mostrou mais
adequado a adicdo dos probidticos, sendo que a sobrevivéncia dos probiodticos estd
diretamente relacionada ao pH. As microcapsulas exerceram efeito protetor aos L.
acidophilus, prolongando sua sobrevivéncia e o processo de reticulacdo se mostrou adequado
e promissor, assegurando a viabilidade probidtica. Assim, o processo de coacervacao
complexa associado a reticulacdo enzimatica induzida propiciou a protecdo dos L. acidophilus
nos diferentes sucos de fruta, se mostrando uma metodologia adequada para a adicdo dos
probidticos nessa matriz alimenticia adversa, garantido a sobrevivéncia dos L. acidophilus por
até 63 dias e gerando produtos com apelo probidtico inovadores e promissores.

Palavras-chave: probioticos, microencapsulacdo, transglutaminase, suco de laranja, suco de

ma(;é, armazenamento.
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1 Introducéo

Os alimentos funcionais tém despertado cada vez mais o interesse dos consumidores
devido & busca por uma alimentagdo mais saudavel. E comprovado por evidéncias cientificas
que o0s probidticos proporcionam inimeros beneficios a saude do hospedeiro, podendo
protegé-lo frente a uma ampla gama de doencas, desde infeccBes a doengas psicoldgicas e até
degenerativas, justificando o interesse crescente por esses alimentos, principalmente nas
ultimas décadas (Horackova et al., 2018; Ester et al., 2019).

Os probidticos, geralmente, estdo disponiveis em lacteos, pois este tipo de alimento
possui excelentes condic¢des para a manutencao da sua viabilidade, principalmente por possuir
quantidades elevadas de proteinas e consideravel quantidade de lipidios. Entretanto, esse pode
ser considerado um fator limitante para o consumo dos probidticos se considerarmos a
intolerancia a lactose, alergias a proteina do leite, prevaléncia de colesterol elevado e o
vegetarianismo (Lebaka et al., 2018). Nesse sentido, maior atencdo € dada aos sucos de fruta
devido ao seu alto contedo de compostos bioativos, sendo assim, considerados saudaveis e
seu consumo por todas as faixas etarias (Hor&ckova et al., 2018). Dessa forma, o
desenvolvimento de um suco probidtico é de extrema relevancia.

No entanto, a adi¢do de probidticos a sucos de frutas se torna dificil devido ao baixo
pH dos sucos de frutas, além de apresentarem quantidades insuficientes de alguns peptideos e
aminoacidos livres necessarios aos probidticos, nem sempre sendo adequados a aplicacdo dos
probioticos (Antunes et al., 2013; Nualkaekul et al. 2013). Assim, a microencapsulacdo dos
probidticos pode ser uma estratégia promissora por protegé-los de condigdes adversas
encontradas nas matrizes alimenticias, como os sucos de fruta.

Para a microencapsulacéo de probidticos, a coacervagdo complexa demonstra ser uma

técnica extremamente relevante por demonstrar alta eficiéncia de encapsulagdo e a protecéo
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dos mesmos (Marques da Silva et al., 2018). Essa técnica consiste em interagdes idnicas entre
dois ou mais polimeros de cargas opostas, geralmente proteinas e polissacarideos, que levam a
formagé&o de coacervados e a separacado de fases (Timilsena et al., 2019).

No entanto, alguns pardmetros podem afetar a estrutura das microcdpsulas formadas
pela coacervacdo complexa e estas podem apresentar fragilidade sob certas condicgdes
(Comunian et al,. 2016; Da Silva et al, 2019). Por esta razdo, a reticulagdo associada a
coacervacao vem sendo aplicada. Entre os processos de reticulacdo, a reticulagcdo enzimatica
vem sendo utilizada e, entre reticulantes enzimaticos amplamente utilizados, estd a
transglutaminase. Esta enzima atua formando liga¢Ges cruzadas intra e intermoleculares entre
dois aminoédcidos residuais presentes na estrutura da proteina, conferindo propriedades
reoldgicas e fisicas melhoradas, trazendo mudancas significativas para a molécula de proteina,
sem afetar negativamente a qualidade sensorial e nutricional do produto (Da Silva et al.,
2019).

Existem recentes pesquisas envolvendo probidticos e transglutaminase. Mituniewicz-
Matek, Ziarno & Dmytrow (2014) estudaram o efeito da transglutaminase na viabilidade de
Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12 no leite de cabra
fermentado sob armazenamento a 5°C. Nd&o foi observada influéncia positiva da
transglutaminase na viabilidade dos probidticos nas amostras de leite de cabra fermentado.
Contudo, os probidticos permaneceram acima de 6 log UFC g apds 8 semanas de
armazenamento a 5°C. Atualmente, ha também investigacdes envolvendo a coacervacao
complexa, nesse sentido. Da Silva et al. (2019) estudaram o efeito da reticulagdo com
transglutaminase na resisténcia de microcapsulas contendo Lactobacillus acidophilus
produzidas por coacervagdo complexa e na viabilidade probiotica, e avaliaram estas
microcdpsulas frente a resisténcia térmica, condigdes gastrointestinais simuladas e

armazenamento sob diferentes temperaturas. Foi observado que a reticulagdo com
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transglutaminase provou ser um meio efetivo no aumento da viabilidade probidtica por
melhorar a resisténcia das microcapsulas, demonstrando ser eficiente frente as condicgdes
adversas avaliadas.

Porém, existem poucos estudos sobre a aplicacdo de compostos encapsulados em
alimentos e a liberacéo de coacervados na matriz alimentar. Portanto, é necessaria uma maior
investigacdo sobre o processo e a aplicacdo da coacervacdo complexa na industria de
alimentos (Eghbal & Choudhary, 2018). Além disso, ndo foram encontradas investigaces
envolvendo o estudo da reticulacdo de microcapsulas probidticas produzidas por coacervacdo
complexa e sua aplicagdo em sucos de fruta, destacando a relevancia do nosso estudo.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho consistiu em produzir microcépsulas
contendo Lactobacillus acidophilus LA-02 por coacervacdo complexa seguida de reticulagao
com transglutaminase e avaliar o efeito da adi¢cdo em diferentes sucos de fruta, bem como

avaliar viabilidade probidtica e dos sucos de fruta sob armazenamento em refrigeracao.

2 Material e Métodos

2.1 Cultura probidtica e preparo do in6culo

A cultura comercial probiotica liofilizada L. acidophilus LA-02 (Probiotical, Italia) foi
gentilmente doada pela Coana Importacdo e Exportacdo Ltda. L. acidophilus LA-02 (1g) foi
ativado por meio de incubacdo em caldo MRS (Merck, Alemanha) por 17 horas a 37°C. A
cultura resultante foi centrifugada a 2470 x g por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi entéo
descartado e a cultura probiotica foi lavada duas vezes com solucdo salina 0,85%. Apos a
lavagem, a cultura probidtica foi suspensa nessa solucdo para obter aproximadamente 10 log

UFC mL™.
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2.2 Processo de encapsulacao e reticulagdo

A microencapsulacgéo e a reticulacdo foram realizadas de acordo com a metodologia de
Da Silva et al. (2019). A suspensdo probiotica foi adicionada a solugdo de gelatina 2,5%
(Gelita, Alemanha), sob agitacdo e aquecimento (48+2°C). Em seguida, a solugéo de goma
arébica 2,5% (CNI, Brasil) foi adicionada juntamente com a agua destilada, mantendo a
agitacdo e o aquecimento, e o pH foi ajustado para 4,0. Apos o ajuste de pH, a agitacdo foi
mantida e foi realizado o resfriamento natural até 30°C sendo, em seguida, adicionado um
banho de gelo para o abaixamento répido da temperatura até 10°C. Para a realizacdo do
processo de reticulagdo, a enzima transglutaminase (100 U/g de atividade, Ajinomoto, Brasil)
foi adicionada as microcéapsulas produzidas nas concentracdes de 2,5 e 5,0 U/g de proteina,
separadamente, correspondendo aos Tratamentos 1 e 2, respectivamente. As reacdes foram

realizadas a 25°C por 15 horas, sob agitacdo constante.

2.3 Incorporacdo dos probioticos nos sucos de fruta

Os sucos de fruta de laranja e maca (Natural One, Brasil) comercialmente disponiveis
foram obtidos no mercado local de Santa Maria, RS, Brasil e foram avaliados como veiculo
para fornecimento dos probidticos. Para cada suco (laranja e macd), 10 mL foram transferidos
para tubos com tampa, estéreis, juntamente com a adi¢do dos probidticos: 1g em 10 mL de
suco de fruta, que corresponde a concentracdo de 10% de probidticos e, 3g em 10 mL de suco
de fruta, que corresponde a concentracdo de 30% de probi6ticos, seguido de armazenamento a
4°C; amostras controle foram compostas por somente 10 mL de suco. Na Tabela 1, estdo

expressas todas as combinac6es estudadas.
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122 Tabela 1 — Adicdo dos probidticos aos sucos de fruta (laranja e maca)

Suco com 10% de probidtico  Suco com 30% de probidtico

Tratamento Probidtico (g)  Suco (mL) Probidtico (g) Suco (mL)
Controle 0 10 0 10
Célula livre 1 10 3 10
Microcapsulas sem reticulacdo™ 1 10 3 10
Tratamento 1( 2,5 U/g)* 1 10 3 10
Tratamento 2 (5,0 U/g)* 1 10 3 10

123 *Para todas as formulagdes foram utilizadas microcapsulas na forma umida.

124

125 2.4 Viabilidade probidtica durante armazenamento por 63 dias a 4°C

126 Os probidticos, tanto na forma livre como nos diferentes tratamentos com
127 microcapsulas, foram armazenados nos sucos de fruta a 4°C por 63 dias. A analise da
128 viabilidade probidtica foi realizada em 0, 35 e 63 dias de armazenamento.

129 Para a determinacdo da viabilidade das células livres nos sucos de fruta, os sucos de
130 fruta foram levemente agitados, retirou-se 1 mL e realizou-se as diluicbes. Para a
131 determinacdo da viabilidade a partir das microcapsulas, os sucos de fruta foram previamente
132 centrifugados em centrifuga refrigerada (Hitachi, Japdo) a 1.088 x g, 4°C por 7 minutos, para
133 a separacdo das microcapsulas dos sucos; apés a centrifugacdo, foi pesado 1 g de
134 microcapsula e adicionado 9 mL de solucdo tampéo de fosfato de sddio (pH 7,5), seguido de
135 rompimento em agitador com aquecimento, a 37°C por 10 minutos. ApOs esse processo,
136 retirou-se 1 mL e realizou-se a andlise de determinacdo de viabilidade. A determinacdo da
137 viabilidade probioética foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Sheu, Marshall
138 & Heymann (1993). A partir das dilui¢bes iniciais, diluigdes decimais seriadas foram
139 realizadas e as diluicOes apropriadas foram transferidas em triplicata para placas de Petri

140 estéreis, seguidas pela adicdo de agar MRS (Kasvi, Brasil). As placas foram incubadas a 37°C
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por 72 horas em jarras de anaerobiose contendo geradores de anaerobiose (Anaerobac,

Probac, Brasil). Os resultados foram expressos em log UFC mL™,

2.5 Andlise morfoldgica das microcapsulas

Para monitorar as mudancas morfolégicas nas microcdpsulas durante o
armazenamento por 63 dias a 4°C nos sucos de fruta, juntamente com as analises de
viabilidade probiotica foi realizada a microscopia 6ptica utilizando microscépio éptico (Scope

A.l, Zeiss, Alemanha) acoplado com camera digital AxioCam MRc.

2.6 Monitoramento de pH e sélidos solUveis totais dos sucos de fruta

Para avaliar se o0s sucos de fruta sofreram alguma modificagdo durante o
armazenamento com a adicdo dos probidticos foi realizada a medigdo de pH por pHmetro
(Digimed, Brasil) e solidos sollveis totais (SST) por refratdbmetro de bancada (Nova, Brasil),

em 0, 35 e 63 dias de armazenamento.

2.5 Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre
as médias das triplicatas foram verificadas pelo teste de Tukey (p<0.05) utilizando o software
Statistica 7.0® (Tulsa, OK, EUA). A analise multivariada de cluster foi utilizada para
determinar a similaridade entre os sucos de fruta. Foram utilizadas na anélise a ligacdo Unica

como regra de amalgama e as distancias euclidianas como medida de similaridade.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Viabilidade dos probioticos adicionados aos sucos de fruta durante armazenamento a 4°C
por 63 dias

Os resultados obtidos para a viabilidade dos L. acidophilus durante armazenamento a
4°C por 63 dias estdo expostos na Tabela 2.

A partir dos resultados expressos na Tabela 2, destacam-se as maiores viabilidades dos
probidticos no decorrer do periodo de armazenamento presentes nos sucos de laranja (8,12 log
UFC mL™). De acordo com Champagne & Gardner (2008) acredita-se que a sobrevivéncia de
cepas probidticas em suco de frutas esta relacionada ao pH, sendo valores préximos a 4,0
mais adequados. Por isso, o suco de laranja (pH 3,99) mostrou ser mais adequado aos
probiodticos em relagdo ao suco de macd (pH 3,65). Além disso, Horackova et al. (2018)
afirmam que a selecdo do tipo de suco é um fator determinante para a estabilidade dos
probidticos adicionados. Em seu estudo, observaram que o suco de abacaxi (pH 3,8) se
mostrou mais adequado que o suco de morango (pH 3,2) para a sobrevivéncia de
Bifidobacterium lactis por 28 dias de armazenamento refrigerado.

Também se pode considerar que além da viabilidade probiotica estar diretamente
relacionada as caracteristicas da matriz alimenticia, estd também relacionada a cepa
probidtica. Ding & Shah (2008) analisaram a viabilidade de L. acidophilus em suco de
laranja a 4°C, observando a sobrevivéncia dos probidticos por aproximadamente 14 dias;
Nualkaekul et al. (2012) analisaram a viabilidade de L. plantarum em suco de roma a 4°C,
obtendo 21 dias de sobrevivéncia; e Sohail et al. (2012) analisaram a viabilidade de L.
acidophilus em suco de laranja a 4°C, observando a sobrevivéncia dos probidticos também

por 21 dias.
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191 Tabela 2 — Viabilidade probiética (log UFC mL™) durante 63 dias de armazenamento a 4°C nos diferentes sucos de fruta.

SUCO DE LARANJA

Tempo (d) CL(L10) C(L10) T1(L10) T2(L10) CL(L30) C(L30) T1(L30) T2(L30)
0 9,60+0,01%8 8,910,114 8,70+0,23%CD 8,00+0,09% 9,88+0,05% 8,49+0,05%° 7,92+0,02% 8,64+0,01°CP
35 7,95+0,44"A 8,35+0,0482 8,310,024 6,56+0,01°8¢ 6,95+0,11%8 7,96+0,02" 6,36+0,04°C 8,05+0,05"
63 3,94+0,14°F 5,93+0,23% 7,20+0,17" 6,23+0,05°C 5,41+0,04° 7,41%0,06¢B 2,6620,10¢F 8,12+0,020A

SUCO DE MACA

Tempo (d) CL(M10) C(M10) T1(M10) T2(M10) CL(M30) C(M30) T1(M30) T2(M30)
0 7,01+0,09% 9,05+0,08% 7,1140,25% 8,44+0,028 8,34+0,03%8¢ 8,10+0,09°C 7,690,040 7,500,020
35 5,95+0,02°0 8,27+0,34" 5,27+0,08"% 5,31+0,27" 6,57+0,11%¢ 5,00+0,15 7,68+0,10%8 6,63+0,02°C
63 3,92+0,03 6,10+0,13% 2,40+0,17¢F 3,3240,11° 4,01+0,19° 5,00+0,22"% 5,09+0,19%8 3,36+0,040

192 Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia

193 CL(L10) — Célula livre na concentracao de 10%, CL(L30) — Célula livre na concentracdo de 30%, C(L10) - Microcépsulas sem reticulagdo na concentra¢do de 10%, C(L30) —
194 Microcépsulas sem reticulacdo na concentracdo de 30%, T1(L10) — Tratamento 1 na concentragdo de 10%, T1(L30) — Tratamento 1 na concentracdo de 30%, T2(L10) —
195 Tratamento 2 na concentracdo de 10%, T2(L30) — Tratamento 2 na concentracdo de 30%, CL(M10) — Célula livre na concentracdo de 10%, CL(M30) — Célula livre na
196 concentragdo de 30%, C(M10) - Microcapsulas sem reticulagcdo na concentragdo de 10%, C(M30) — Microcapsulas sem reticulagcdo na concentracdo de 30%, T1(M10) —
197 Tratamento 1 na concentragdo de 10%, T1(M30) — Tratamento 1 na concentracdo de 30%, T2(M10) — Tratamento 2 na concentracdo de 10%, T2(M30) — Tratamento 2 na
198 concentracdo de 30%.
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Com relacgdo as formas livre e microencapsulada, foi observado que os L. acidophillus,
em sua maioria, apresentaram maior viabilidade quando adicionados aos sucos de fruta na
forma microencapsulada, com diferengas significativas (p<0,05), demonstrando que o
acondicionamento dos L. acidophilus em uma microcdpsula formada por coacervacao
complexa com gelatina — goma arabica como revestimentos, & protetor o suficiente para
prolongar sua sobrevivéncia. Esse resultado era esperado, visto que as microcapsulas sdo
utilizadas para melhorar a sobrevivéncia dos probidticos nos produtos alimenticios
(Nualkaekul et al., 2012; Horackova et al., 2018), atuando como uma barreira de protecdo
contra as condigdes adversas dos sucos de fruta, como pH, &cidos e oxigénio. Da mesma
forma, Calabuig-Jiménez et al. (2019) observaram que microcapsulas formadas com alginato
foram capazes de proteger L. salivarius, aumentando sua sobrevivéncia em suco de tangerina.
Rodrigues et al. (2012) encapsularam L. paracasei em alginato pela técnica de extrusdo e
adicionaram as microcapsulas a sucos de fruta de laranja e péssego, analisando a protecéo
fornecida pelas microcapsulas e a viabilidade dos probidticos por 50 dias. Foi observado que
as microcapsulas protegeram os probidticos durante os 50 dias, proporcionando uma alta
viabilidade em ambos os sucos de fruta (9-10,5 log UFC mL™).

Além disso, os resultados encontrados para as microcapsulas reticuladas, inicialmente,
foram similares aos encontrados para as microcapsulas sem reticulacdo, ndo apresentando
diferencas significativas (p>0,05). Entretanto, ao longo do periodo de armazenamento, a
reticulacdo provou ser essencial para prolongar a viabilidade dos probiédticos, em relacdo aos
outros tratamentos. Este é um ponto extremamente positivo e relevante, pois até 0 momento, a
protecdo de bactérias probidticas em microcapsulas de gelatina e goma ardbica formadas pela
técnica de coacervagdo complexa, principalmente associada a reticulagcdo, e posterior
aplicagdo em sucos de fruta € uma alternativa inovadora. Assim, 0 processo de reticulacdo

mostra-se adequado em associa¢do a coacervagdo complexa, assegurando a viabilidade dos
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probioticos. Este fato € confirmado por Da Silva et al. (2019) que utilizaram a reticulacdo com
transglutaminase para melhorar a resisténcia das microcapsulas contendo L. acidophilus
produzidas por coacervacdo complexa, bem como a prote¢do aos probidticos. Foi observado
por esses autores que os L. acidophilus permaneceram viaveis por 60 dias em armazenamento
sob refrigeragéo.

Essa protecdo inicialmente semelhante as microcapsulas sem reticulagdo (p>0,05)
pode ter ocorrido por alguns fatores limitantes em relacdo a transglutaminase, como a
quantidade de enzima utilizada, a complexacdo da goma arabica e da gelatina, o estado de
gelificacdo da gelatina e, consequentemente, sua baixa mobilidade na temperatura do processo
de reacdo de reticulagdo. Também pode ser levado em conta para justificar esse
comportamento a formacdo de uma rede descontinua de proteinas ap6s a reticulacdo
enzimatica, caracteristico de filmes compostos por gelatina e tratados com transglutaminase
(Prata et al., 2008). Ademais, de acordo com Prata et al. (2008) e Lv et al. (2014) a reticulacdo
proveniente da transglutaminase é considerada fraca, ndo sendo tdo eficaz no controle da taxa
de liberacdo. Contudo, pode-se observar que a reticulacdo com transglutaminase foi eficiente
em nosso trabalho, com destaque para o Tratamento 2 na concentracdo de 30% em suco de
laranja, pois protegeu os probidticos até o final do periodo de armazenamento (63 dias) com
viabilidade muito alta (8,12 log UFC mL™). Esse resultado esta de acordo com a analise
multivariada de cluster que definiu este tratamento como o mais adequado a viabilidade
probiética (Figura 1).

Ainda é possivel ressaltar que, nos sucos de laranja, com excecdo do Tratamento 1 na
concentracdo de 30%, as microcdpsulas foram eficientes em proteger os L. acidophilus,
assegurando sua sobrevivéncia por 63 dias, com diferencas significativas (p<0,05) e que
apesar do Tratamento 1 ndo ter mantido a viabilidade probidtica por 63 dias, ele foi capaz de

proteger os probidticos por até 35 dias, com 6,36 log UFC mL™. Em contrapartida, nos sucos
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de magd, somente o tratamento sem reticulagdo na concentracéo de 10% foi capaz de manter a
viabilidade probidtica até o final do armazenamento (63 dias) com a viabilidade de 6,10 log
UFC mL™?, apresentando diferenca significativa (p<0,05) (Tabela 2).

Ademais, em relagdo as concentracBes de L. acidophilus adicionados aos sucos de
fruta, podemos ressaltar que o aumento na concentracdo ndo esta atrelado ao aumento da
viabilidade dos probidticos, ndo apresentando diferencas significativas (p>0,05) e que a
concentracdo de 10% ja seria suficiente para o fornecimento dos probidticos na quantidade
estipulada pela legislagdo (> 6 log UFC mL™) para que o consumidor tenha os beneficios
oriundos dos probidticos (Brasil, 2008). No entanto, no suco de maca, a maior concentracéo
de probidticos associado a reticulacdo (tratamento 1) favoreceu o aumento da viabilidade
probidtica, com diferenca significativa (p<0,05) resultando em 7,68 log UFC mL™ em 35 dias

de armazenamento (Tabela 2).

3.1.2 Comparagdes: Analise multivariada

A analise estatistica multivariada de cluster vem sendo amplamente utilizada para
desenvolver taxonomias, no intuito de organizar os dados observados em estruturas
significativas (Francisco et al., 2010).

Na Figura 1 estd exposto o dendograma da viabilidade probidtica para os diferentes
tratamentos nos sucos de fruta. O dendograma mostra dois conjuntos de clusters visivelmente
aparentes: cluster 1 (CL(L10), CL(M10), CL(M30), CL(L10), T2(M10), T2(M30), T1(L30),
T1(M10)) e cluster 2 (C(L10), T2(L10), C(M10), CL(L30), C(M30), T1(M30), (T1(L10),
C(L30), (T2(L30). Contudo, no cluster 1 é possivel observar a formacdo de trés subclusters:
subcluster 1 (CL(L10), CL(M10), CL(M30)), subcluster 2 (T2(M10), T2(M30)), subcluster 3
(T1(L30), T1(M10)), no cluster 2 ha a formagdo de dois subclusters: subcluster 4 (C(L10),

T2(L10), C(M10), (CL(L30), C(M30), T1(M30)), subcluster 5 (T1(L10), C(L30), (T2(L30)).
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CL(M10)
CL(M30)

T2(M10) ———

T2(M30) ——

T1(L30) |

T1(M10) |
C(L10)

T2(L10)
ooy

CL(L30)
C(M30)

T1(M30) -

T1(L10) |
C(L30) |

T2(L30)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6 1,8

Linkage Distance

Figura 1 — Dendograma de cluster para viabilidade probiética no 63° dia de armazenamento a 4°C nos diferentes
sucos de fruta. CL(L10) — Célula livre na concentracdo de 10%, CL(L30) — Célula livre na concentragdo de 30%,
C(L10) - Microcapsulas sem reticulagdo na concentragdo de 10%, C(L30) — Microcapsulas sem reticulagdo na
concentragdo de 30%, T1(L10) — Tratamento 1 na concentracdo de 10%, T1(L30) — Tratamento 1 na
concentragdo de 30%, T2(L10) — Tratamento 2 na concentracdo de 10%, T2(L30) — Tratamento 2 na
concentragdo de 30%, CL(M10) — Célula livre na concentracdo de 10%, CL(M30) — Célula livre na concentracéo
de 30%, C(M10) - Microcapsulas sem reticulagdo na concentracdo de 10%, C(M30) — Microcdpsulas sem
reticulacdo na concentracdo de 30%, T1(M10) — Tratamento 1 na concentragdo de 10%, T1(M30) — Tratamento
1 na concentracdo de 30%, T2(M10) — Tratamento 2 na concentragdo de 10%, T2(M30) — Tratamento 2 na
concentragdo de 30%.

Assim, foi observado com a andlise multivariada de cluster que o tratamento 2 na
concentracdo de 30% em suco de laranja (T2(L30)) possui alguma caracteristica que
claramente o difere dos demais em relacdo a viabilidade. Assim, relaciona-se essa
caracteristica a maior viabilidade dos probio6ticos encontrada para esse tratamento (T2(L30))
até o final do periodo de armazenamento, conforme pode ser verificado na Tabela 2. Todavia,
quando comparados os subclusters, o tratamento 1 na concentracdo de 10% em suco de
laranja (T1(L10) e o tratamento com microcdpsulas sem reticulacdo na concentracdo de 30%

em suco de laranja (C(L30) também podem ser considerados adequados a viabilidade

probidtica por apresentarem similaridade ao T2(L30).
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296 3.3 Microscopia dptica das microcapsulas nos sucos de fruta durante o armazenamento

297

298  Figura 2 — Microscopia Optica das microcapsulas no suco de laranja em armazenamento por 63 dias a 4°C. A)
299  Microcapsulas sem reticulagdo na concentragdo de 10% (dia 0) 20x B) Microcapsulas sem reticulacdo na
300 concentracdo de 10% (dia 63) 40x C) Tratamento 1 na concentragdo de 10% (dia 0) 40x D) Tratamento 1 na
301 concentracdo de 10% (dia 63) 40x E) Tratamento 2 na concentracdo de 10% (dia 0) 40x F) Tratamento 2 na
302 concentracdo de 10% (dia 63) 40x G) Microcapsulas sem reticulagdo na concentragdo de 30% (dia 0) 40x H)
303  Microcépsulas sem reticulacdo na concentracao de 30% (dia 63) 40x I) Tratamento 1 na concentragdo de 30%
304 (dia 0) 40x J) Tratamento 1 na concentracdo de 30% (dia 63) 40x K) Tratamento 2 na concentracdo de 30%
305 (dia0) 40x L) Tratamento 2 na concentracdo de 30% (dia 63) 40x.
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Figura 3 — Microscopia 6ptica das microcapsulas no suco de magd em armazenamento por 63 dias a 4°C. A)
Microcapsulas sem reticulagdo na concentragdo de 10% (dia 0) 40x B) Microcapsulas sem reticulagdo na
concentracdo de 10% (dia 63) 40x C) Tratamento 1 na concentracdo de 10% (dia 0) 40x D) Tratamento 1 na
concentragdo de 10% (dia 63) 40x E) Tratamento 2 na concentragdo de 10% (dia 0) 40x F) Tratamento 2 na
concentracdo de 10% (dia 63) 40x G) Microcapsulas sem reticulacdo na concentracdo de 30% (dia 0) 40x H)
Microcépsulas sem reticulagdo na concentracdo de 30% (dia 63) 40x 1) Tratamento 1 na concentracdo de 30%
(dia 0) 40x J) Tratamento 1 na concentracdo de 30% (dia 63) 40x K) Tratamento 2 na concentracdo de 30%
(dia 0) 40x L) Tratamento 2 na concentragdo de 30% (dia 63) 40x.
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Com relagcdo a microscopia Optica das microcapsulas nos diferentes tratamentos
(Figura 2 e 3), podemos observar que as microcapsulas apresentaram-se multinucleadas, com
formatos arredondados, de tamanhos variados, apresentando-se menores quando reticuladas,
em alguns casos, em ambos os sucos de fruta. De acordo com Rojas-Moreno et al. (2018) a
camada de coacervado é formada ao redor de glébulos de dleo, levando a formacgédo de
capsulas multinucleadas, sendo esse mesmo comportamento observado para os probidticos.
Ainda segundo esses autores, algumas microcapsulas apresentam-se grandes, com formato
redondo e superficie lisa, e algumas particulas aparentemente amassadas € menores, 0 que
também esta de acordo com nossos resultados. Além disso, reforca que o comportamento foi
semelhante para os tratamentos com e sem reticulagéo.

No entanto, segundo Prata et al. (2008) o processo de reticulagdo reduz a mobilidade
das cadeias macromoleculares, diminuindo a capacidade de intumescimento das
microcépsulas reticuladas em relacdo as microcdpsulas sem reticulacdo. Isso justifica os
menores tamanhos observados no presente trabalho para as microcapsulas reticuladas.

Além disso, é possivel observar que no suco de laranja somente no Tratamento 1 na
concentracdo de 30% as microcapsulas foram rompidas no decorrer dos 63 dias de
armazenamento (Figura 2J), estando este resultado em concordancia com a analise de
viabilidade em que os probioticos permaneceram viaveis por 35 dias nessas condicoes.

Ja para o suco de maca, é possivel observar um comportamento semelhante em todos
o0s tratamentos estudados, onde em 63 dias de armazenamento a quantidade de microcapsulas
reduziu consideravelmente e ndo foi possivel detectar microcapsulas rompidas (Figura 3),
indicando sua total dispersdo no suco de magd com consequente perda da viabilidade

probidtica, como mostra a analise de viabilidade (Tabela 2).
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3.4 Conteudo de pH e SST dos sucos de fruta durante o armazenamento

As variacOes de pH e SST nos sucos de laranja e maca contendo L. acidophilus nas
formas livre e microencapsulada durante o periodo de armazenamento de 63 dias estdo
descritos na Tabela 3.

Segundo Rodrigues et al. (2012) as mudangas nos valores de pH, com diferencas
significativas (p<0,05), durante o armazenamento dos sucos de fruta ocorrem devido a
presenca de agUcares, os quais podem ser fermentados pelos L. acidophilus em ambas as
formas, livre e microencapsulada. De acordo com Sohail et al. (2012) as bactérias probidticas
realizam a fermentacao de acgUcares produzindo acidos organicos e, como consequéncia desse
processo de fermentacdo, ocorre a reducdo do pH. Além disso, conforme Rodrigues et al.
(2012) as variacOes também estdo relacionadas a atividade metabdlica dos probidticos. Nesse
sentido, podemos observar que nos sucos de laranja as reducdes no pH foram mais
acentuadas, indicando que ndo houve a inativacdo metabdlica dos probioticos. Esse fato
também é justificado pela analise de viabilidade que mostra alta sobrevivéncia dos probioticos
durante o armazenamento (Tabela 2).

Em contrapartida, nos sucos de macd, observamos menores variacdes no pH, estando
relacionadas com a inativacdo metabdlica de grande parte das bactérias probioticas, sendo o

mesmo resultado observado na anélise de viabilidade dos probioticos (Tabela 2).
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358 Tabela 3 — Resultados de pH e SST obtidos dos sucos de fruta no decorrer do armazenamento por 63 dias a 4°C.

359
360
361
362
363
364
365

LARANJA
Tempo (dias) L CL(L10) C(L10) T1(L10) T2(L10)
pH SST pH SST pH SST pH SST pH SST
0 3,99+0,01¢ 16,50+0,01°¢ 3,98+0,017 16,75+0,01°¢ 4,10£0,012 17,75+0,01° 4,050,012 16,50+0,01°¢ 4,070,012 16,75+0,01°¢
35 4,09+0,01° 18,55+0,012 3,89+0,01° 17,620,012 3,88+0,03° 17,75+0,01° 4,03+0,01° 17,25+0,01° 4,02+0,01° 16,80+0,01°
63 4,02+0,01° 18,00+0,01° 3,86+0,01°¢ 17,00+0,01° 3,88+0,01° 17,80+0,012 3,99+0,01°¢ 17,75+0,012 3,93+0,01°¢ 17,750,012
L CL(L30) C(L30) T1(L30) T2(L30)
pH SST pH SST pH SST pH SST pH SST
0 3,99+0,01°¢ 16,50+0,01°¢ 3,85+0,01° 16,00+0,01° 3,98+0,01° 17,650,012 4,07+0,01° 15,75+0,01°¢ 4,05+0,01° 14,75+0,01°
35 4,09+0,01° 18,55+0,012 3,80+0,01°¢ 16,50+0,012 3,95+0,02° 17,17+0,01° 4,03+0,01° 16,75+0,012 3,75+0,01° 15,50+0,012
63 4,02+0,01° 18,00+0,01° 3,93+0,012 14,75+0,01°¢ 4,01+0,01° 15,75+0,01°¢ 4,06+0,01° 16,50+0,01° 3,67+0,01°¢ 15,50+0,012
MACA
Tempo (dias) M CL(M10) C(M10) T1(M10) T2(M10)
pH SST pH SST pH SST pH SST pH SST
0 3,650,017 16,50+0,01°¢ 3,65+0,012 16,50+0,01°¢ 3,680,012 16,00+0,01°¢ 3,840,018 16,00+0,01°¢ 3,70+0,018 16,50+0,01°¢
35 3,640,012 18,75+0,01° 3,620,022 18,75+0,012 3,670,012 16,75+0,01° 3,78+0,01° 16,40+0,01° 3,71+0,012 17,80+0,012
63 3,55+0,01° 18,25+0,012 3,51+0,01° 17,50+0,01° 3,640,032 18,00+0,012 3,72+0,01°¢ 16,50+0,012 3,720,028 17,65+0,01°
M CL(M30) C(M30) T1(M30) T2(M30)
pH SST pH SST pH SST pH SST pH SST
0 3,650,012 16,50+0,01°¢ 3,630,022 17,65+0,012 3,64+0,01° 16,50+0,01° 3,65+0,01° 16,25+0,012 3,70+0,01° 17,20+0,012
35 3,640,017 18,75+0,012 3,51+0,01° 17,55+0,01° 3,65+0,01P 16,50+0,01° 3,770,018 16,25+0,012 3,68+0,01P 16,75+0,01°
63 3,55+0,01° 18,25+0,01° 3,630,012 16,50+0,01°¢ 3,71+0,012 17,25+0,012 3,780,012 16,20+0,01° 3,740,012 16,25+0,01°¢

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.

L — Suco de laranja, CL(L10) — Célula livre na concentragdo de 10%, CL(L30) — Célula livre na concentracdo de 30%, C(L10) - Microcapsulas sem reticulacdo na
concentragdo de 10%, C(L30) — Microcapsulas sem reticulagdo na concentracdo de 30%, T1(L10) — Tratamento 1 na concentragcdo de 10%, T1(L30) — Tratamento 1 na
concentragdo de 30%, T2(L10) — Tratamento 2 na concentracdo de 10%, T2(L30) — Tratamento 2 na concentracdo de 30%, M — Suco de macd, CL(M10) — Célula livre na

concentracdo de 10%, CL(M30) — Célula livre na concentracdo de 30%, C(M10) - Microcapsulas sem reticulagdo na concentracdo de 10%, C(M30) — Microcapsulas sem

reticulacdo na concentragdo de 30%, T1(M10) — Tratamento 1 na concentracdo de 10%, T1(M30) — Tratamento 1 na concentracdo de 30%, T2(M10) — Tratamento 2 na

concentracdo de 10%, T2(M30) — Tratamento 2 na concentracdo de 30%.
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Além disso, as maiores variaces de pH também foram observadas nos tratamentos
com adicao de células livres, indicando que as microcapsulas foram eficientes em reduzir as
interacbes dos probidticos com o ambiente dos sucos de fruta, ressaltando a importancia da
microencapsulacdo na viabilidade probidtica. Podemos ressaltar ainda que o processo de
reticulagdo se mostrou adequado, nesse sentido, pois foram nos tratamentos com adicdo de
microcépsulas reticuladas em que as menores reducdes de pH foram observadas, com algumas
excecoes que serdo discutidas abaixo.

Nos sucos de laranja, podemos destacar o Tratamento 2 na concentracdo de 30%, que
apresentou as maiores redugdes de pH, indicando a intensa atividade metabdlica dos
probidticos, corroborando com as justificativas apresentadas anteriormente por Rodrigues et
al. (2012) e Sohail et al. (2012), juntamente com as altas contagens de células na anélise de
viabilidade (Tabela 2). O mesmo ¢ valido para o Tratamento 1 na concentragdo de 30%, em
que as variacbes de pH nédo apresentaram diferencas significativas (p>0,05), indicando a
inativacdo metabdlica dos probidticos, que também pode ser justificada pela analise de
viabilidade.

Ademais, como mencionado anteriormente, o pH é o principal fator nos sucos de fruta
relacionado a viabilidade probidtica. Assim, o suco de mac¢ad ndo apresenta um pH adequado
aos L. acidophilus, interferindo na sua sobrevivéncia até o final do periodo de
armazenamento.

Com relacdo a analise de SST, para as células livres nas concentracdes de 10 e 30%,
para ambos os sucos de fruta, de um modo geral, ocorreu a reducdo dos SST (Tabela 3), com
diferengas significativas (p<0,05), o que era esperado devido a fermentacdo dos acucares
presentes nos sucos de fruta pelos L. acidophilus. Hruyia, Deshpande & Bhate (2018) também
observaram reducfes mais acentuadas com a adigdo de diferentes espécies de Lactobacillus

em suco de laranja doce. Todavia, para o0s tratamentos com a adicdo de 10% de
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microcépsulas, os SST apresentaram um aumento no decorrer do periodo de armazenamento.
Porém, para os tratamentos com a adi¢do de 30% de microcépsulas, os SST apresentaram
redugdes no decorrer do periodo de armazenamento. Esses resultados foram observados em
ambos os sucos de fruta, laranja e magd, e estdo em conformidade com Calabuig-Jiménez et
al. (2019) que observaram reduc¢des nos SST quando uma maior quantidade de microcapsulas

foi adicionada em suco de tangerina.

4 Conclusao

Este estudo mostrou que a técnica de coacervacdo complexa associada a reticulacéo
com transglutaminase é adequada para a protecdo de L. acidophilus em sucos de fruta. No
suco de maca, ocorreu a inativacao dos probioticos quando adicionados na forma livre, sendo
assim, a microencapsulacdo associada a reticulagdo proporcionou o0 aumento da viabilidade
probidtica. No suco de laranja, a microencapsulacdo também demonstrou resultados
satisfatorios, pois somente os probidticos microencapsulados foram capazes de sobreviver por
63 dias, apresentando alta viabilidade. Além disso, o suco de laranja forneceu condi¢cdes mais
adequadas a sobrevivéncia dos probidticos, destacando o pH como um fator determinante para
a viabilidade probidtica.

Ademais, é valido ressaltar o pioneirismo do presente estudo, visto que a adi¢do de
probidticos microencapsulados por coacervacdo complexa associada a reticulagdo com

transglutaminase em sucos de fruta ndo foi relatada, até o0 momento.
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8 DISCUSSAO

Diante dos resultados obtidos, o processo de reticulacdo foi adequado aos L.
acidophilus LA-02, formando microcapsulas com alta eficiéncia de encapsulacdo (68,25 —
93,90%), superiores a outros estudos, como Veiga et al. (2016) que obtiveram eficiéncia de
encapsulagdo variando entre 32,5 e 71,0% para microcapsulas de gelatina e goma arébica
contendo 6leo de café torrado produzidas por coacervacdo complexa e reticuladas com
transglutaminase.

Também foi observado que a morfologia foi semelhante para as microcapsulas com e
sem reticulagdo, com microcépsulas redondas e multinucleadas, e com maior didmetro médio
guando reticuladas na forma seca. Foi observado que quanto maior a adicdo de
transglutaminase, menor o didmetro médio das microcapsulas. 1sso ocorreu devido a
reticulagdo com transglutaminase causar a reducdo da mobilidade das cadeias
macromoleculares e, com isso, a reducao da capacidade de intumescimento das microcapsulas
(PRATA et al., 2008).

Em contrapartida, sob condi¢Ges gastrointestinais simuladas, as microcapsulas
reticuladas apresentaram maior resisténcia em comparagdo as microcapsulas sem reticulacéo,
demonstrando que a reticulagho com transglutaminase foi essencial, favorecendo
substancialmente a sobrevivéncia dos L. acidophilus e dos L. rhamnosus (Capitulo de livro).
De acordo com Mora-Gutierrez et al. (2014) a transglutaminase forma uma rede continua de
proteinas, melhorando a liberacéo controlada durante a digestao no trato gastrointestinal.

A reticulacdo com transglutaminase também foi essencial para proteger os probi6ticos
frente ao tratamento térmico, havendo eliminacdo dos L. acidophilus LA-02 nas
microcapsulas sem reticulacdo, enquanto o0s probidticos nas microcapsulas reticuladas
apresentaram viabilidade com contagens variando entre 8 e 10 log UFC g*. Gharibzahedi et
al. (2018) afirmam que a reticulagdo com transglutaminase é responsavel por melhorar
significativamente a estabilidade térmica das microcapsulas.

Além disso, foi observado que a resisténcia das microcapsulas, tanto ao trato
gastrointestinal simulado quanto ao tratamento térmico, foi ainda mais eficiente com a
reticulagdo associada ao processo de secagem. Segundo Alvim; Grosso (2010) o processo de
secagem exerce forte influéncia na liberacdo controlada, reduzindo a quantidade de agente
ativo liberada.

Quanto ao armazenamento das microcapsulas com e sem reticulacdo em diferentes

condigdes de temperaturas, foi observado, no geral, que as microcapsulas na forma Uumida
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ofereceram maiores condicGes de sobrevivéncia aos probioéticos. No processo de secagem por
liofilizacdo a viabilidade dos probidticos é afetada devido a formagdo de cristais de gelo
maiores pelo congelamento lento, facilitando assim, a inativacdo de muitas células de L.
acidophilus LA-02 no decorrer do periodo de armazenamento.

Na temperatura de congelamento os L. acidophilus LA-02 permaneceram viaveis até o
final do periodo de armazenamento, tanto nas microcapsulas sem reticulacéo (6,09 log UFC ¢
1y como nas microcapsulas com reticulagdo (7,80 log UFC g*e 6,53 log UFC g, tratamentos
1 e 2, respectivamente). Sendo assim, este tratamento foi o mais adequado a viabilidade
probiotica. Contudo, o processo de reticulagdo com transglutaminase demonstrou prote¢do
adicional aos probioticos presentes nas microcapsulas na forma umida. Na forma seca, devido
ao processo de liofilizacdo, a atividade enzimatica da transglutaminase pode ter sido afetada,
resultando em contagens de células viaveis de 8,15 log UFC g para as microcapsulas sem
reticulacéo, 6,66 log UFC g e 6,76 para as microcapsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2,
respectivamente). Assim, é notavel que a atividade enzimética da transglutaminase foi afetada
durante o processo de liofilizacdo, oferecendo menor protecdo aos L. acidophilus LA-02.
Esses resultados estdo em conformidade com Rezaei; Temelli; Jenab (2007) que relatam que a
atividade enzimatica pode ser diretamente afetada por presséo e temperatura.

Na temperatura de refrigeracdo as microcapsulas na forma imida apresentaram maior
resisténcia, com L. acidophilus LA-02 viaveis até o final do periodo de armazenamento (60
dias), apresentando contagens de células viaveis de 6,10 log UFC g para as microcapsulas
sem reticulac&o, 7,85 e 6,49 log UFC g™ para as microcapsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2,
respectivamente). Além disso, foi observado que o processo de reticulagdo com
transglutaminase ocorreu, com subsequente protecdo adicional aos probidticos, por meio do
aumento da resisténcia das microcapsulas na forma Umida.

Ja sob armazenamento em condi¢bes de temperatura ambiente, o processo de
reticulacdo com transglutaminase ndo ofereceu protecdo adicional aos probidticos por ndo
aumentar a resisténcia das microcapsulas. Na forma umida, observa-se contagens de células
vidveis de 5,56 e 5,39 log UFC g* para as microcapsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2,
respectivamente), frente a 7,54 log UFC g para as microcapsulas sem reticulagdo. Quando as
microcapsulas foram secas, todos os tratamentos apresentaram contagens de células viaveis
abaixo de 6 log UFC g em 30 dias de armazenamento. De acordo com Yiiksel-Bilsel; Sahin-
Yesilcubuk (2019), agentes bioativos podem ser afetados por condi¢cdes desfavoraveis como
temperatura e umidade mais elevadas, assim, essas condi¢des podem ter afetado a viabilidade
dos L. acidophilus LA-02.
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Sendo assim, é possivel observar que durante o armazenamento em diferentes
condi¢cBes a forma Umida mostrou-se mais adequada aos L. acidophilus LA-02 e que a
condicdo de armazenamento em temperatura de congelamento é mais favoravel a viabilidade
probidtica devido a reducéo das atividades metabolicas dos microrganismos com consequente
manutencg&o da viabilidade dos L. acidophilus LA-02.

Além disso, diante do exposto, € notdvel que a viabilidade dos probidticos nédo
depende exclusivamente das microcapsulas, mas também da cepa probidtica. Em um estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa (MARQUES DA SILVA et al., 2018) utilizamos a
coacervacao complexa com gelatina — goma arabica para proteger L. acidophilus LA-5 e
armazenamos as microcapsulas obtidas em temperatura de congelamento, refrigeracdo e
ambiente. Os L. acidophilus LA-5 foram capazes de sobreviver por 120 dias em temperatura
de congelamento, 105 dias em temperatura de refrigeracdo e 45 dias em temperatura
ambiente.

Ademais, atualmente, se tem uma caréncia na aplicacdo de microcapsulas probidticas
obtidas por coacervacdo complexa em produtos alimenticios e, as aplicacdes encontradas, até
0 momento, sdo realizadas em derivados lacteos, como iogurte (SHOJI et al., 2013;
BOSNEA; MOSCHAKIS; BILIADERIS, 2014; RIBEIRO et al., 2014). Nesse sentido,
realizar a aplicacdo dessas microcapsulas em matrizes alimenticias é de extrema relevancia
para a tecnologia de alimentos e para ampliar a gama de produtos alimenticios probi6ticos.

De acordo com Lebaka et al. (2018) os probidticos sdo tradicionalmente inseridos em
produtos lacteos fermentados pelo facil processamento, além destes produtos possuirem
excelentes condi¢fes de manutencao da viabilidade probidtica. No entanto, nos Gltimos anos,
o fornecimento de probioticos através de produtos ndo lacteos vem atraindo maior atencdo dos
consumidores devido, principalmente, ao aumento da populacéo intolerante a lactose, alergias
a proteina do leite, a prevaléncia de colesterol elevado e o aumento do vegetarianismo e
veganismo.

Nesse contexto, o desenvolvimento de produtos probiodticos que ndo sejam derivados
lacteos é necessario e muito importante. Segundo Fernandes Pereira, Rodrigues (2018) sucos
de frutas demonstram ser substratos adequados para a incorporacdo e cultivo de bactérias
probidticas, pois contém nutrientes benéficos como vitaminas, minerais, fibras e
antioxidantes. Dessa forma, Pimentel et al. (2015) afirmam que o suco de maga € um meio
adequado para a incorporacgdo de probioticos, como o Lactobacillus paracasei e Ding; Shah

(2008) trazem que o suco de laranja pode ser adequado para alguns probidticos, pois possui 0s
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nutrientes benéficos (vitaminas, minerais, fibras e antioxidantes), sabor agradavel e é
consumido por ampla faixa etaria.

De Miranda et al. (2019) aplicaram Lactobacillus casei em suco de laranja e
verificaram que este suco € um substrato adequado para a adi¢do de L. casei, resultando em
um produto com caracteristicas fisico-quimicas e aceitacdo sensorial semelhantes as do
produto original, com viabilidade probidtica entre 8 e 9 log UFC g por 28 dias a 7°C. Sengun
et al. (2019) aplicaram Lactobacillus rhamnosus em suco de laranja e observaram que o
probidtico manteve a viabilidade durante 28 dias de armazenamento a 4°C e aumentou as
atividades antioxidantes e antimicrobianas do suco de laranja. Pimentel et al. (2015)
incorporaram L. paracasei spp. paracasei em suco de maga e observaram sobrevivéncia dos
probidticos por 21 a 4°C, sem alterar sua aceitabilidade. Ding; Shah (2008) estudaram a
sobrevivéncia de oito cepas probidticas sob armazenamento em suco de laranja e suco de
maca por 42 dias a 4°C, nas formas livre e microencapsulada por gelificacdo idnica e
observaram que o0s probidticos na forma livre sobreviveram por, no maximo, 21 dias e, 0s
probidticos microencapsulados sobreviveram por até 35 dias. E Roberts et al. (2018)
aplicaram Lactobacillus plantarum em suco de macad e destacam que a imobilizacdo de L.
plantarum em pectina protegeu as células probioticas durante a exposi¢do do suco de maca a
condicOes gastrointestinais simuladas. Diante do exposto, é importante ressaltar que ainda nao
ha relatos de estudos da aplicacdo de microcépsulas probidticas produzidas por coacervacdo
complexa e, muito menos, associada a reticulagdo com transglutaminase em sucos de fruta.

Neste estudo, foi observado que as microcapsulas juntamente com a reticulacdo
protegeram os L. acidophilus LA-02 quando adicionados em suco de laranja e suco de magcé,
sendo que a concentracdo de microcapsulas (10 e 30%) adicionadas aos sucos de fruta
influenciou de forma significativa a viabilidade dos probidticos no decorrer do
armazenamento por 63 dias a 4°C. Bosnea; Moschakis; Biliaderis (2014) ressaltam em seu
estudo que a microencapsulacdo de probioticos por coacervacdo complexa possui potencial
para o fornecimento dos probioticos vidveis em alimentos com baixo pH, como sucos de
fruta.

Contudo, entre os sucos de fruta, o suco de laranja se mostrou mais adequado a
incorporacgdo dos L. acidophilus LA-02, assegurando sua sobrevivéncia por 63 dias em mais
de 80% dos tratamentos com microcapsulas, sem e com reticulagcdo. No estudo de Sheehan et
al. (2007) o suco de laranja proporcionou maior viabilidade probidtica. Também foi
observado que o fator presente no suco de fruta que esta mais relacionado a viabilidade

probidtica € o pH, estando em concordancia com Champagne; Gardner (2008).
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Por isso, o suco de maga foi adequado a sobrevivéncia dos L. acidophilus LA-02 por
35 dias. Sheehan et al. (2007) também observaram maior perda da viabilidade probiotica
quando o pH do suco de fruta foi mais baixo. Apesar disso, vale ressaltar que o processo de
reticulacdo associado a concentracdo de 30% foi mais eficiente, prolongando a viabilidade
probidtica. Ding; Shah (2008) também observaram a sobrevivéncia de L. acidophilus
encapsulados por gelificagdo idnica por 35 dias a 4°C em suco de maca.

Por fim, em ambos os sucos de frutas ocorreram mudancas nas caracteristicas de pH e
SST no decorrer dos 63 dias de armazenamento, indicando que houve atividade metabdlica
dos probioticos (CHAMPAGNE, GARDNER, 2008).
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9 CONCLUSAO

O processo de reticulacdo com transglutaminase das microcapsulas contendo L.
acidophilus LA-02 produzidas por coacervacdo complexa foi adequado, conferindo
maior resisténcia as microcapsulas em ambas as concentracdes de transglutaminase
estudadas.

As microcépsulas obtidas foram resistentes ao processo de secagem e apresentaram
altas eficiéncias de encapsulacéo (68-94%), tamanhos médios variando entre 158,2 e
511,7 pm, estando em concordancia com a literatura, formatos redondos e
multinucleadas, para ambas as formas (Umida e seca).

O processo de reticulacdo foi extremamente eficiente para o aumento da resisténcia
das microcapsulas e consequente protecdo aos probioticos frente as condigdes
gastrointestinais simuladas e ao tratamento térmico, principalmente para as
microcapsulas na forma seca.

Sob armazenamento em diferentes condi¢bes de temperatura, 0s probioticos
apresentaram maior viabilidade em temperatura de congelamento e a reticulagéo
com transglutaminase conferiu protecdo adicional aos probio6ticos presentes nas
microcapsulas na forma timida, com 7,80 e 6,53 log UFC g para os tratamentos 1 e
2, respectivamente frente a 6,09 log UFC g para as microcapsulas sem reticulagao.
Essa foi a condicdo de tratamento mais adequada a viabilidade probidtica. Na
temperatura de refrigeracdo a viabilidade dos probidticos foi maior nas
microcapsulas na forma Omida, apresentando 6,10 log UFC ¢! para as
microcapsulas sem reticulacdo, com protecdo adicional conferida pela reticulacdo
com transglutaminase, com contagens de células viaveis de 7,85 e 6,49 log UFC g
para as microcapsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2, respectivamente). Em
temperatura ambiente, o processo de reticulagdo com transglutaminase ndo conferiu
protecdo adicional as microcdpsulas, com contagens de células vidveis de 7,54 log
UFC g* para as microcapsulas sem reticulagio e 5,56 e 5,39 log UFC g para as
microcapsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2, respectivamente), para a forma imida;
na forma seca, ap6s 30 dias de armazenamento, as contagens de células viaveis
ficaram abaixo de 6 log UFC g* para todos os tratamentos analisados. Esses estudos

contribuem para a adi¢do dos probidticos em matrizes alimenticias.
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e O processo de microencapsulacdo por coacervacdo complexa associada a

reticulacdo com transglutaminase protegeu os probidticos quando adicionados em
suco de laranja e suco de maca.

O suco de laranja ofereceu melhores condigdes para as microcapsulas, bem como
para a viabilidade probidtica, proporcionando a sobrevivéncia dos probidticos até o
final do periodo de armazenamento (63 dias), sendo que a adicdo de uma
concentragdo de 10% de microcapsulas ao suco ja seria suficiente para o
fornecimento dos probidticos na quantidade desejada para que os efeitos benéficos
ocorram (6 log UFC g ou mL™%).

No suco de macd, a adicdo das microcapsulas ao suco na concentracdo de 30%
demonstrou melhores resultados, com protecédo adicional fornecida pela reticulagéo
com transglutaminase, conferindo viabilidade aos probioticos por 35 dias.

As caracteristicas dos sucos de frutas interferem na viabilidade dos probi6ticos,
sendo o pH o principal fator envolvido na sobrevivéncia dos L. acidophilus LA-02 e
quanto mais baixo o pH, menor a viabilidade probidtica.

As variacOes nas caracteristicas de pH e SST dos sucos de laranja e maca estdo
relacionados com as atividade metabdlicas das células de L. acidophilus LA-02 no
decorrer dos 63 dias de armazenamento a 4°C.

As microcéapsulas produzidas tém potencial para proteger os L. acidophilus LA-02
em matrizes alimenticias, como sucos de fruta. Assim, a utilizacdo da coacervacao
complexa associada a reticulagdo com transglutaminase demonstra relevancia para a
ciéncia e a tecnologia de alimentos, principalmente para a area de produtos
funcionais com apelo probidtico, proporcionando o desenvolvimento de novos

produtos alimenticios.
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