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RESUMO

O crescimento da demanda e interesse dos consumidores por produtos alimentares com
potenciais beneficios a saude, tem fomentado a pesquisa para o desenvolvimento de alimentos
funcionais. Dentre eles, os probidticos se destacam por estarem relacionados, principalmente,
na regulagdo do sistema intestinal. E, também, os &cidos graxos poli-insaturados,
principalmente aos pertencentes do grupo 6mega, sendo o mais requisitado o dmega-3. No
entanto, fatores como armazenamento em baixas temperaturas, acidez, presenga de luz e a
degradacéo durante a passagem pelo sistema digestivo humano prejudicam a viabilidade destes
microrganismos bem como a estabilidade lipidica. Diante disso, se faz necesséria a utilizacdo
de novas tecnologias para a protecao dessas substancias. A microencapsulacéo surge como uma
alternativa para conservacdo dos probidticos e das substancias lipidicas, bem como,
proporcionar uma liberacéo controlada dos mesmos. Desta maneira, o objetivo desse estudo foi
desenvolver microparticulas através da técnica de gelificagdo ibnica externa. Como material de
parede, utilizou-se o alginato (2%) e emulsionado com 6leo de chia (Salvia hispanica L.) nas
concentrages de 10%, 15% e 20%, ambas contendo Lactobacillus acidophilus- LAO2.
Analisou-se o tamanho e distribuicdo das microparticulas, a eficiéncia de encapsulacdo do
microrganismo e do 6leo, a viabilidade em simulagdo gastrointestinal, estabilidade da bactéria
e lipidica durante diferentes condigdes de armazenamento (25, 7 e -18 °C) por 90 dias,
acompanhamento do perfil lipidico por 90 dias e resisténcia das microparticulas ao tratamento
térmico (72 °C / 15 s e 63 °C / 30 min). As microparticulas apresentaram uma variacao de
tamanho de 206 — 363 pm. As microparticulas com probidtico e 0leo, protegeram o0s
microrganismos frente aos testes de avaliacdo de resisténcia gastrointestinal simulada e
tratamento térmico. Quanto ao armazenamento nas temperaturas, a 25 °C e 7°C, os tratamentos
que contém o Oleo mantiveram os probioticos viaveis por 90 dias. Assim como, as
microparticulas promoveram a protecdo dos probidticos, protegendo também o 6leo da
oxidacdo nas temperaturas de armazenamento, sendo a temperatura -18°C e 7°C, com as
melhores performances no controle oxidativo. Por fim, com base nos resultados obtidos, pode-
se concluir que a co-encapsulacdo do Lactobacillus acidophilus e o 6leo de chia foi alcancada
com éxito, sendo uma alternativa para viabilizar a protecdo de ambas substancias nos alimentos.

Palavras chave: microencapsulacao. probioticos. 6leos poli-insaturados. 6mega-3.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF MICROCAPSULES CONTAINING LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS AND CHIA OIL (SALVIA HISPANICA L.) BY THE EXTERNAL
IONIC GELIFICATION TECHNIQUE

AUTHOR: Vandré Sonza Pinto
ADVISOR: Cristiano Ragagnin de Menezes
CO-ADVISOR: Roger Wagner

The growth in consumer demand and interest in food products with potential health benefits
has encouraged research into the development of functional foods. Among these, probiotics
stand out for their role in regulating the intestinal system. There are also polyunsaturated fatty
acids, especially those belonging to the omega group, the most popular of which is omega-3.
However, factors such as storage at low temperatures, acidity, the presence of light and
degradation during passage through the human digestive system affect the viability of these
microorganisms as well as their lipid stability. This makes it necessary to use new technologies
to protect these substances. Microencapsulation has emerged as an alternative for the
preservation of probiotics and lipid substances, as well as for their controlled release. The aim
of this study was to develop microparticles using the external ionic gelation technique. Alginate
(2%) was used as the wall material and emulsified with chia oil (Salvia hispanica L.) at
concentrations of 10%, 15% and 20%, both containing Lactobacillus acidophilus- LAO2.

The size and distribution of the microparticles, the encapsulation efficiency of the
microorganism and the oil, viability in gastrointestinal simulation, stability of the bacteria and
lipid during different storage conditions (25, 7 and -18 °C) for 90 days, monitoring of the lipid
profile for 90 days and resistance of the microparticles to heat treatment (72 °C / 15 s and 63
°C / 30 min) were analyzed. The microparticles varied in size from 206 - 363 pm. The
microparticles with probiotic and oil protected the microorganisms in the tests to evaluate
simulated gastrointestinal resistance and heat treatment. As for storage at 25°C and 7°C, the
treatments containing the oil kept the probiotics viable for 90 days. The microparticles also
protected the probiotics and the oil from oxidation at the storage temperatures, with -18°C and
7°C having the best performances in terms of oxidative control. Finally, based on the results
obtained, it can be concluded that the co-encapsulation of Lactobacillus acidophilus and chia
oil was successfully achieved and is an alternative to enable the protection of both substances
in food.

Key words: microencapsulation. probiotics. polyunsaturated oils. omega-3.
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1 INTRODUCAO

A busca dos consumidores por alimentos que tragam beneficios a saude, que favorecam
0 bem-estar e auxiliem na prevencdo de doencas, além de ser de alta qualidade, vem
aumentando nos ultimos anos (PETRESCU; VERMEIR; PETRESCU-MAG, 2019). Com a
popularizacdo dos alimentos funcionais, os consumidores estdo mais conscientes aos beneficios
a saude associados ao consumo dessa classe de alimentos (BAKER et al., 2022). Os probidticos
e 6leos com acido graxo rico em 6mega-3 sdo exemplos de ingredientes alimentares funcionais.

Probidticos sdo microrganismos vivos que ao serem consumidos em quantidades
adequadas conferem beneficios ao hospedeiro (FAO/OMS, 2002; SHI et al., 2022).

Dentre as bactérias probiotica utilizadas, os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
desempenham um significativo papel na manutencdo da microbiota intestinal e regulacdo do
sistema imunoldgico do hospedeiro (GALDEANO et al., 2019).

A ingestdo diaria dos probidticos pode resultar em melhorias no equilibrio da microbiota,
aumento na absorcdo de nutrientes, fortalecimento dos movimentos peristalticos, profilaxia a
doengas infecciosas que acometam o intestino, prevencgéo a alguns tipos de cancer, reducdo dos
niveis de colesterol, melhoramento do metabolismo hepético dos lipidios e da glicose sistémica,
prevencdo das doencas cardiovasculares, alivio dos sintomas relacionados ao diabetes, entre
outros (ANDRADE, 2010; SANTOS; VARAVALHO, 2011; JIA et al., 2023; RODRIGUES et
al., 2021). Além disso, estudos promissores indicam que 0s probidticos possuem um potencial
de diminuir o risco de desenvolvimento da doenca de Alzheimer, por meio do eixo intestino-
cérebro e também podem melhorar a funcéo cognitiva (ZHU et al., 2023). No entanto, para que
ocorra os efeitos benéficos no intestino, a concentracdo destas bactérias deve ser elevada, para
que ocorra a colonizagdo e proliferacdo, devendo ser superior a 10® UFC/g e dosagem
recomendada de produtos contendo probidticos é de 100g/dia (GUet al., 2022;
RASHIDINEJAD et al., 2022).

Assim como os probioticos, Oleos ricos em dmega-3 sdo considerados alimentos
funcionais, com destaque para o 6leo de chia (Salvia hispanica L.), € um excelente precursor
de &cido alfa-linolénico (18:3 n-3), em torno de 60% (GHAFOOR et al., 2020). Oleo de chia,
por meio do &cido alfa-linolénico, proporciona beneficios a salde e por esse motivo sdo
realizados estudos de pesquisa sobre o tema. Os beneficios estudados sdo: auxilio no
desenvolvimento e funcdes cerebral, reducdo de lipoproteinas de baixa densidade no plasma,

manutenc¢do nos sistemas imunologico, nervoso, esquelético e desenvolvimento fetal, sendo um
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dos principais beneficios do alfa-linolénico a prevengdo contra doencas cardiovasculares.
(BOURRE et al., 2015; BLONDEAU et al., 2015; KARAGEORGOU et al., 2023; HU et al.,
1999).

Embora 6mega-3 e probidticos sejam essenciais para 0 bom funcionamento do corpo, 0s
humanos ndo conseguem sintetizar quantidades suficientes, sendo necessario adquirir
diariamente por meio da dieta (KARAGEORGOU et al., 2023). Porém, a introducdo e a
manutencdo destas substancias funcionais (probioticos e 0Oleo de chia), s&o um desafio
tecnoldgico, pois sdo muito sensiveis a diversos fatores extrinsecos do meio. Os probioticos sdo
sensiveis ao oxigénio, acido gastrico, sais biliares, temperatura, pH e enzimas digestivas, o0 que
pode reduzir significativamente sua viabilidade (YAO et al., 2020). Da mesma forma, o 6leo é
sensivel, € oxidado sob exposicao a luz, oxigénio e alta temperatura, sendo assim, 0S processos
de oxidacdo podem ser catalisados pelos fatores citados (BIELECKA et al., 2023). Dessa
forma, faz-se necessério a utilizacdo de uma tecnologia para a protecdo dessas substancias.

A microencapsulacdo € uma alternativa que tem se mostrado eficaz para protecdo de
substancias sensiveis, criando uma barreira entre as substancias e o meio ambiente (RAZAVI
et al., 2021). A microencapsulacdo € um processo no qual os constituintes a serem protegidos
séo incorporados em uma matriz ou membrana, que tem por fim a protecéo das substancias dos
fatores que possam prejudicar sua viabilidade no ambiente e controlar a taxa de liberagdo do
encapsulado (THUEKEAW et al., 2021).

Nesta perspectiva, a aplicacdo de técnicas que promovam o fornecimento das bactérias
probidticas em quantidades adequadas para que exercam seus efeitos benéficos, com associacao
de bleo rico em 6mega-3 e seus beneficios, desperta o interesse para a pesquisa cientifica, sendo
proposta como uma alternativa de protecdo dessas substancias e aumentando sua viabilidade.
Portanto, o presente trabalho tem por objetivo a producdo de microparticulas, bem como, a

avaliacéo da resisténcia das substancias microencapsuladas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi produzir e avaliar microparticulas contendo Lactobacillus
acidophilus e oleo de chia (Salvia hispanica L.) em diferentes concentragdes utilizando a

técnica de gelificacdo ibnica externa.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Desenvolver microparticulas de alginato contendo Lactobacillus
acidophilus nas concentra¢Bes de 10%, 15% e 20% de 6leo de
chia;

e Auvaliar a influéncia do 6leo de chia em diferentes concentracfes (10%,
15% e 20%) na viabilidade dos probidticos e resisténcia das
microparticulas;

e Avaliar a distribuicdo de tamanho das microparticulas e a
eficiéncia de encapsulacédo probidtica e do 6leo;

e Avaliar a estabilidade das microparticulas frente a condi¢cfes que
simulem o ambiente gastrointestinal;

e Auvaliar a viabilidade dos probioticos em diferentes condi¢Ges de
temperaturas de armazenamento (25°C, 7 ° C e -18 °C) pelo
periodo de 90 dias de armazenamento;

e Avaliar a oxidacdo lipidica em diferentes condicBes de
temperaturas de armazenamento (25 ° C, 7 ° C e -18 °C) pelo
periodo de 90 dias de armazenamento;

e Auvaliar a resisténcia e a viabilidade das microparticulas frente ao
tratamento térmico (72 °C/ 15 s e 63 °C / 30 min);

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro (GUARNER et., al 2017). Porém, s&o
advindos somente da dieta, sendo o consumo de probidticos tradicionalmente associado a
alimentos lacteos fermentados, produtos lacteos, como iogurtes, leite fermentado e queijos
(RANADHEERA; NAUMOVSKI; AJLOUNI, 2018). Atualmente, os alimentos que contém
probidéticos em sua composi¢do, tém atraido a atencdo dos consumidores devido aos beneficios

a saude associados ao seu consumo, em comparagdo com os produtos alimentares tradicionais
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(DE LIMA; WESCHENFELDER, 2019).

Os probidticos Lactobacillus e Bifidobacterium ao colonizarem o intestino humano
liberam substancias bioativas que promovem a saude e o bem-estar ao individuo. Esses géneros
sdo constituidos por mais de 200 espécies, onde cepas foram reconhecidas como probidticos
(ZHANG et al., 2022; PAPIZADEH et al., 2017). Os
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium tém sido os mais estudados e utilizados na area de
alimentos probioticos nos dltimos anos (RIBEIRO et al., 2014).

No entanto, a viabilidade dos probidticos pode ser afetada negativamente durante o
processamento e armazenamento dos alimentos. Existem muitos fatores extrinsecos
(temperatura, umidade relativa e atmosfera gasosa) e intrinsecos (nutrientes, pH, acidez e
potencial de oxidacdo-reducdo) que afetam a viabilidade e estabilidade dos probidticos nos
alimentos (TARIFA et., al, 2021; HERNANDEZ et al., 2013). Também, para exercer sua
funcdo, é necessario que os probioticos sobrevivam as condi¢cfes gastrointestinais e cheguem
ao epitélio intestinal em grande nimero (ROLIM et., al 2020).

Os probiGticos devem estar presentes em niveis superiores a 10° UFC/g para ter um efeito
consideravelmente benéfico na saide humana (LIU et al., 2018).

Atualmente, alguns beneficios a salide que séo atribuidos aos probidticos é a modificacdo
da resposta imune contra doencas inflamatorias, efeito terapéutico contra depressdo ou
ansiedade, propriedade anti-infecciosa contra Salmonella enterica, melhoramento da satde do
cérebro contra doencas neurodegenerativas, modulacdo da disbiose da microbiota intestinal e
dos deficits do eixo cérebro-intestino com melhora da disfungéo cognitiva, prevencdo de doenca
inflamatoria intestinal, efeito terapéutico anti-diabetes com inflamacéo reduzida e melhora do
perfil cardiometabdlico, entre outros (ROOBAB et al., 2020; ZHU et al., 2023). Bactérias
acido-laticas inibem a adeséo do patdgeno ao epitélio intestinal, causando a reducgéo de toxinas
bacterianas, a sintese de substancias antibacterianas (bacteriocinas, antibidticos) e vitaminas
(MARKOWIAK, SLIZEWSKA, 2017).

2.1.1 Lactobacillus acidophilus

O L. acidophilus é um bastonete gram-positivo, anaerébio, homofermentativo, pois
produz &cido latico como resultado da fermentacdo de diversos substratos, como carboidratos,
proteinas e minerais (ANJUM et al., 2014; MOON; KANG; CHANG, 2023). A producédo de
acido latico e compostos denominados bacteriocinas, sdo capazes de inibir bactérias
patogénicas como a E. coli. (IBRAHEM; AL-SHAWI; AL-TEMIMI, 2024). Além disso,
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podem resistir a pH inferiores a 4,0, além de a temperatura 6tima de atuacdo se encontrar entre
35a40°C (ANTUNES et. al., 2007).

O Lactobacillus acidophilus regula a microbiota intestinal, reduz o colesterol, e também
melhora a imunidade humana (YANG; HE; WU, 2021). No entanto, € muito suscetivel a varias
condi¢Bes adversas (por exemplo, acido gastrico e sais biliares) do trato gastrointestinal
(MOON; KANG; CHANG, 2023).

O Lactobacillus acidophilus por ser oriundo da dieta € amplamente utilizado na industria
de alimentos para a producao de lacteos fermentados e além disso, seus beneficios a salde sdo
extensivamente estudados (EJTAHED et al., 2011). Alguns dos beneficios estudados sobre o
prebiotico é a modificacdo da resposta imune contra doencas inflamatdrias, efeito terapéutico
contra depressao e ansiedade (ROOBAB et al., 2020).

Os probi6ticos sdo associados a produtos lacteos por ser a matriz primordial as bactérias
probidticas, além disso, os derivados lacteos € um meio favoravel para sobrevivéncia e
multiplicacdo dos probidticos (RANADHEERA; NAUMOVSKI; AJLOUNI, 2018). Portanto,
para a viabilizar os probio6ticos em outras fontes alimentares, a microencapsulacdo exerce a

protecdo necessaria para assegurar a viabilidade dos probidticos (MENEZES et al., 2013)

2.2 OLEOS VEGETAIS COMESTIVEIS

Os 0leos ja fazem parte da mesa dos consumidores, sendo utilizado como tempero ou para
frituras.

Existem inimeras fontes de 6leos vegetais comestiveis como o éleo de girassol, abacate,
semente de abobora, arroz, linhaca, canola, chia, soja, algodao e milho. Além do mais, os 6leos
desempenham um valor importante a dieta nutricional (ZIA et al., 2022).

Além do alto valor nutricional, os 6éleos vegetais desempenham um papel relevante na
reducdo dos riscos associados as doencas cardiacas, além de aumentar o sistema celular de
defesa e tem potencial anti-inflamatério (GANESAN et al., 2018).

2.3 OLEO DE CHIA

A chia (Salvia hispanica L.) é uma planta herbacea pertencente a familia Lamiaceae de
onde fazem parte algumas ervas aromaticas muito utilizadas na culinaria e o0 seu consumo vem
aumentando nas Ultimas décadas, sendo considerada um alimento funcional (IXTAINA, 2012;
CAPITANI, 2012).
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Entretanto, o direcionamento é pra a composicao lipidica do 6leo de chia e seus beneficios
para a salde do consumidor. A semente de chia possui em torno de 32 — 39% de 6leo, sendo
uma das fontes mais rica em acidos graxos 6mega-3 entre as fontes vegetais (50-65%) como
descrito na Tabela 1. As propor¢des incomuns de acidos graxos poli-insaturados presentes neste
6leo, sdo responsaveis pelo seu grande valor nutricional e terapéutico (MARTINEZ, et al.,
2015; GANAN, 2020; GHAFOOR et al., 2020).

Tabela 1. Composicao de &cidos graxos em Oleo de sementes de chia (%).

Acidos Graxos Quantidade
Miristico 0,11 £0,03
Palmitico 7,08 £0,21
Palmitoleico 0,09 £0,01
Estearico 2,97 +0,15
Oleico 10,09 + 0,57
Linoleico 20,57 £ 0,65
Linolénico 59,84 +1,76
Behenico 0,10 + 0,03
Araquidénico 0,08 + 0,03
Lignocérico 0,17 £ 0,05

Fonte: (GHAFOOR et al., 2020, adaptado)

Estudos mostram que o 6mega-3 (n-3), que € um &cido graxo poli-insaturado (PUFA),
fornece suporte energético para manter as fungdes dos Orgdos e regula as respostas
inflamatorias, a funcdo imunoldgica e reduz niveis séricos da lipoproteina de baixa densidade
(LDL) (CALDER, 2017 ; GUTIERREZ; SVAHN; JOHANSSON, 2019). Recentemente, n-3
PUFA tem sido intimamente relacionado com a minimizagdo de processos inflamatorios,
principalmente no tecido adiposo e hepatico. Alguns estudos também apontam eficacia para
doenca coronariana, antioxidantes, hipertensdo, acidente vascular cerebral e vasodilatacdo
(KWON et al., 2020).

2.4 MICROENCAPSULACAO

Varios tipos de sistemas transportadores de grau alimenticio foram desenvolvidos para

proteger os probidticos em alimentos até o intestino humano, incluindo emulsdes, micro géis e



18

capsulas (ZHANG et al., 2022). Nesse sentido, a microencapsulagdo vem a fim de proporcionar
a protecao das bactérias.

A microencapsulacdo é definida como um revestimento de materiais solidos,
liquidos ou gasosos com um material a base de proteina ou carboidrato ou ambos selecionados
como material de revestimento (COSTA et al., 2021).

De acordo com Favaro-Trindade, Pinho, & Rocha (2008) , essas estruturas sdo aplicadas
com diversos objetivos, incluindo: reducdo da reatividade do material que esta sendo
encapsulado, protecdo do material encapsulado contra evaporagdo ou perda para outro meio,
para facilitar manuseio, aplicacdo e armazenamento do material encapsulado, para promover

liberacdo controlada e mascarar gosto e sabor desagradaveis.

2.5 MICROENCAPSULACAO DE PROBIOTICOS

A microencapsulacdo de probidticos é um processo no qual as células probidticas sao
incorporadas em uma matriz ou membrana encapsulante para protecdo e liberacdo em taxas
controladas sob condigdes especificas. A microparticula ou microcapsula formada, dependendo
do método utilizado, altera a porosidade, formato da capsula e varia o didmetro entre alguns
micrometros e 1 mm (SHORI, 2017).

Existem diferentes técnicas de microencapsulacdo, como métodos fisicos, incluindo
liofilizacdo, secagem por pulverizacdo, evaporacdo de solvente e precipitacdo com fluidos
supercriticos. Os metodos fisico-quimicos incluem gelificacdo ibnica interna e externa,
coacervacao complexa e spray-dryer. Além disso, a microencapsulacdo pode ser realizada por
métodos quimicos, como por complexacdo de inclusdo molecular e polimerizacao interfacial
(RADDATZ; MENEZES, 2021).

2.6 MICROENCAPSULACAO POR GELIFICACAO IONICA EXTERNA

A gelificacdo idnica externa forma particulas de gel poroso a partir de uma solucéo de
polimero contendo o material a ser protegido, na presenca de uma solugcdo ibnica
constantemente agitada (ETCHEPARE et al., 2016).

Interac@es eletrostaticas ocorrem entre biopolimeros carregados com cargas opostas e a
interacdo dos biopolimeros depende de fatores como relagdes polissacarideo-proteina, pH, forca
ibnica e concentracdo de polieletrolitos (KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH,
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2004; SALMINEN & WEISS, 2014).

Em geral, por meio desta técnica, podem ser produzidas microparticulas usando alginato
de sddio, pectina ou carragena e sendo necessario uma solucao de cloreto de calcio (CaCly). Para
produzir as microparticulas, o material a ser microencapsulado é primeiramente adicionado a
uma solucéo de alginato de sédio e depois é imediatamente incorporado na forma de goticulas
através de um bico atomizador de alta pressdo, que ira gotejar em uma solucao de CaCl, (0,1
M), para a solidificacdo por meio da gelificagdo idnica (LISERRE, RE, FRANCO, 2007;
ETCHEPARE et al., 2016). Esta mistura permanece em repouso por aproximadamente 20
minutos, ou mais se for necessario, para que ocorra 0 endurecimento das microparticulas
(CHAN; LEE; HENG, 2006; YEO; BAEK; PARK, 2001). Na Figura 1, é apresentado um
esquema que ilustra a microencapsulacdo de bactérias por gelificacdo idnica externa e Figura

2, mostra o dispositivo utilizado para a producédo das microparticulas em escala laboratorial.

Figura 1- Esquema do fluxo de encapsulagdo de bactérias por gelificagdo idnica externa
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Figura 2- Sistema para obtencdo de microparticulas por gelificacdo idnica externa

O mecanismo que ocorre no processo de gelificagio é a troca idnica entre Na* e Ca?* no
momento em que a solucdo de alginato de sddio entra em contato com a solucdo contendo ions
Ca ?* (SMRDEL et al., 2006). A constatacio da gelificagdo completa é de grande importancia
para garantir a resisténcia do gel e resultar na formagdo de um gel insoltvel (TEIXEIRA et al.,
2014). Uma propriedade do alginato é a formacéo de hidro géis reticulados, que é formado com
0 contato a ions célcio localizados dentro de cavidades eletronegativas, tipo ovos dentro de uma
caixa de ovos e desta semelhanca surgiu o termo modelo “caixa de ovos”. As intera¢des idnicas
entre os blocos de 4cido a-L-gulurdnico (G) e os fons Ca 2* conduzem a formagéo da “caixa de
ovos” representado na Figura 3 e assim, ha a formacdo de um gel termoestavel forte, cujas
propriedades dependem largamente das caracteristicas do polimero e do método de preparacéo.
(FUNDUEANU et al., 1999).

A tecnologia de imobilizacdo como a microencapsulacéo por gelificacao i6nica externa

é amplamente difundida, com o intuito de melhorar a resisténcia das substancias protegidas. E
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apresenta condigdes simples e acessiveis para a producdo de microparticulas, tem um baixo
custo, versatilidade do modo de operagdo por néo utilizar altas temperatura que prejudica 0s

probidticos e nem solventes. (RIBEIRO et al., 2014; BUDIN et al., 2023).

Figura 3- Modelo "caixa de ovos" para formac&o de gel de alginato com ions célcio.
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As particulas produzidas pela gelificacdo i6nica externa normalmente apresentam
didametros que podem variar de ¢ 0,2 um a 5 mm (SILVA et al., 2014), sendo que o tamanho das
particulas variam conforme o didmetro do bico para a aspersdo da solucdo, pressdo de ar e
distancia entre o bico e a solucdo de cloreto de calcio (KRASAEKOOPT; BHANDARI,

DEETH, 2003).

2.6.1 Alginato de sddio

O alginato de sdédio é um polimero extraido naturalmente de tipos de algas, solivel em
agua e é utilizado em muitos paises como aditivo alimentar por ser um agente seguro e ndo
toxico (YERRAMATHI et al., 2023).

Os alginatos normalmente existem como cadeias homo e heteropoliméricas lineares (ndo
ramificadas) compostas por &cido 3-D-manurénico (M) e acido a-L-gulurdnico (G) ligados em
unidades MM/GG ou MG/GM através de ligagOes glicosidicas (1 — 4), conforme mostrado na
Figura 4.

Na presenca de ions célcio (Ca %), o alginato forma um hidro gel, principalmente os

blocos G de acido a-L-gulurdnico, representado na Figura 4, e assim, a conformacéo das redes
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da reticulagdo sdo chamadas de “caixa de ovos” pelo formato que as ligacdes apresentam,

demostrado na Figura 3.

Figura 4 - Estrutura quimica do alginato de sodio.
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2.7 MICROENCAPSULACAO DE OLEOS COMESTIVEIS

A adicdo do 6leo diretamente aos alimentos possui varias desvantagens, pois 0s 6leos sao
facilmente degradados ao contato com o oxigénio, luz e temperatura, sendo assim necessario,
utilizar uma forma de prote¢do as diversidades do meio (BIELECKA et al., 2023). A
microencapsulagédo vem ao encontro, como a tecnologia que tem sido utilizada para superar
as dificuldades encontradas, sendo o método de gelificacdo ibnica mais adequado, em razéo de
que esta apresenta condigdes brandas de processamento (BEYKI et al., 2014; CARDOSO,
2019).

A microencapsulagdo € uma técnica eficiente para aumentar a estabilidade oxidativa e
para impedir a degradacdo térmica dos acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), presentes em
6leos com altos teores de n-3, como € o caso do 6leo de chia (BAKRY et al., 2016).

De tal modo, a microencapsulacdo por gelificacdo ibnica externa pode ser util para
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incorporar 6leos vegetais com altos teores de n-3 PUFAs em alimentos sem comprometer sua
qualidade tecnoldgica e sensorial. Além disso, a simplicidade do método, o0 baixo custo e a ndo
utilizacdo de solventes, sendo uma técnica verde, sdo as principais vantagens de se produzir
microparticulas por gelificacdo ibnica externa usando alginato de s6dio como material
encapsulante (IKEDA; TAKEMURA; ONO, 2000).

No trabalho de HECK et al. (2017), foi realizada a microencapsulacéo de 6leo de chia e
linhaca pela metodologia de gelificacdo idnica externa, onde foi avaliada a passagem das
microparticulas contendo os 6leos pelo processamento térmico, e foi observado que a
microencapsulacdo manteve os 6leos com lenta progressdo da oxidacdo em relacdo ao controle.
Em outro trabalho de Somacal et al. (2022), onde foi microencapsulado dleo de origem fungica
pela metodologia de gelificacdo ibnica externa, e avaliou a estabilidade do Oleo
microencapsulado; por fim, foi observado que o 6leo microencapsulado permaneceu com a
oxidacao lipidica menor que o controle. Resultados que corroboram a importancia da utilizacao
da microencapsulacao para protecdo do 6leo frente a oxidacao lipidica.

Em outros trabalhos, é utilizada a microencapsulacdo do 6leo juntamente com bactérias
probidticas trabalho. Um dos trabalhos avaliando essa unido é o trabalho de LULWAH et al.
(2016), onde foi encapsulado Lactobacillus plantarum com adicdo de diferentes materiais, entre
eles foi adicionado 6leo de canola e azeite de oliva pela técnica de gelificacdo ibnica e assim,
foi avaliada a viabilidade durante o armazenamento a 4°C por 17 horas frente ao teste térmico
a 63°C por 0, 15 e 30 minutos, onde foi observado que houve viabilidade do probiotico nas
capsulas com oleo ao final dos testes aplicados. Sendo assim, a microencapsulacédo juntamente
com o emprego de 6leo comestivel € um fator que tem a possibilidade de proteger os probidticos

e assim melhorar a viabilidade.



24

MANUSCRITO 1

Co-encapsulacéo de probioticos e 6leo polifuncional (6leo de chia): Producéo e efeitos

para a saude

Este trabalho estd em fase de revisdo para ser submetido a revista Ciéncia Rural
(qualis A4)



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

25

Co-encapsulacéo de probioticos e 6leo polifuncional (6leo de chia): Producéo e efeitos

para a saude

Co-encapsulation of probiotics and polyfunctional oil (chia oil): Production and

effects on health

Vandré Sonza Pinto!” Cristiano Ragagnin Menezes!

ABSTRACT

Consumer demand for foods with potential health benefits is a fast-growing reality around the world.
Foods that not only provide the body with energy, but also with bioactive compounds, which, when
consumed correctly, confer various benefits on human well-being. Foods rich in compounds that are
essential to the body, such as omega-3 fatty acids, carotenoids, prebiotics and probiotics, are found in
select food groups, each with their own particularities of stability. In order to enrich foods, the
application of these compounds added to foods commonly consumed by the population is an alternative
for consumption. However, the accessibility of these compounds is compromised by natural factors that
can reduce their absorption and viability in the body. The microencapsulation of bioactive compounds
is an alternative for prolonging and improving viability in the face of malfunctions found in the
environment and in the human gastrointestinal system. The aim of this study is to review current work
on the benefits of some functional foods, focusing mainly on oils rich in omegas, especially chia oil
(Salvia hispanica L.), and probiotics (Lactobacillus acidophilus), and their themes in the field of
research.

Keywords: Functional foods, probiotics, chia oil and microencapsulation.
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RESUMO

A demanda de alimentos com potenciais beneficios a saude pelos consumidores, € uma
realidade em elevado crescimento no mundo. Alimentos, que além de fornecerem energia ao
corpo, fornecem substancias bioativas, que consumidos de maneira correta, conferem diversos
beneficios a0 bem-estar humano. Alimentos ricos em substancias essenciais ao organismo,
como os acidos graxos 6mega-3, carotenoides, prebidticos e probidticos sdo encontrados em
seletos grupos alimenticios, cada um com suas relevantes particularidades de estabilidade. A
fim de enriquecer os alimentos, a aplicacdo destas substancias adicionadas em alimentos
comumente consumidos pela populagdo séo uma alternativa de consumo bastante promissora.
Porém, a acessibilidade das substancias é comprometida por meio de fatores que podem reduzir
sua absorcdo e viabilidade ao organismo. A microencapsulacéo de substancias bioativos é uma
alternativa para prolongar e aprimorar a viabilidade frente as avarias encontradas no ambiente
e no sistema gastrointestinal dos humanos. No presente trabalho, o objetivo € fazer uma revisdo
em atuais trabalhos sobre os beneficios de alguns alimentos funcionais, voltado principalmente
para 6leos ricos em 6megas, principalmente éleo de chia (Salvia hispanica L.), e probioticos
(Lactobacillus acidophilus), e suas tematicas no meio da pesquisa, além de estudos sobre a
microencapsulacdo de ambas substancias .

Palavras-chave: Alimentos funcionais, probioticos, 6mega 3 e microencapsulacéo.
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INTRODUCAO

O numero populacional de seres humanos vem aumentando ano apds ano, chegando
a casa de 8 bilhdes de pessoas segundo as Organizacdes das Nacdes Unidas, divulgado no
altimo ano (ONU, 2022). Com o aumento populacional no planeta, a demanda por alimentos
com a apelo a saudabilidade esta em ascendéncia, e a preocupacdo com a saude e bem-estar
vem sendo uma prioridade para a maioria dos consumidores, assim, cresce a procura por
alimentos que contribuam positivamente para a saude do consumidor. Atualmente, a
disponibilidade de alimentos com apelos saudaveis esta em amplo crescimento, pois 0 mercado
e industria tem observado essa necessidade e esta em processo de adaptacdo de seus produtos,
utilizando formas de agregar saudabilidade aos alimentos. Uma das maneiras de enriquecer 0s
alimentos é adicionar substancias funcionais que contribuam com o bom funcionamento do
organismo (LIMA, et al., 2020; MYAZAKI et al., 2020).

Nesse sentido, muitos nutrientes essenciais podem ser adicionados a formulagGes dos
alimentos como vitaminas, minerais, 6leos com acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
(PUFAs), carboidratos e agentes que auxiliem na absor¢do desses nutrientes, também na
profilaxia de doencas como os probioticos (HECK et al., 2021).

Sendo assim, uma das alternativas para aplicacdo na industria e que auxilie na demanda
dos consumidores, é utilizar as substancias funcionais nos alimentos, além da necessidade de
uma técnica que proteja os constituintes. Com isso, uma alternativa de enriquecimento é a
possibilidade da adicdo dos probidticos, que sdo bactérias benéficas ao organismo humano, e
6leo de sementes de chia (Salvia hispanica L.), rico em &cido graxo alfa-linolénico, vulgo,
O0mega-3 (HECK et al., 2021; MISRA et al., 2021).

Os Oleos poli-insaturados sdo mais sensiveis a oxidacdo lipidica através da luz,
temperatura e oxigénio, assim como os probidticos sdo suscetiveis a diminui¢do da viabilidade

por meio de diferengas de pH, principalmente para o acido e altas temperaturas (DU et al.,
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2022). Sendo assim, para a protecdo frente ao meio, ao tratamento térmico, sistema gastrico, a
microencapsulacdo é uma metodologia de grande potencial para aplicacdo em substancias que
na forma livre, ocorre a degradacdo, e a microencapsulacdo exerce essa protecao, além da
liberag&o controlada no organismo (MARTIN et al., 2015; MENEZES et al., 2013).

O objetivo desta revisdo é explorar as atuais informagdes disponiveis sobre os potenciais
beneficios das substancias bioativas focados aos probioticos e o 6leo de chia, além de
microparticulas contendo cultura probidtica, associado com éleo de chia e a pesquisa de trabalhos

relacionados aos 6leos ricos acidos graxos, 6megas e probidticos.

Alimentos funcionais

A definicdo de alimentos funcionais foi primeiramente apresentada em meados de 1980,
no Japao, para alimentos empregados na dieta cotidiana com beneficios fisioldgicos, além de
suas fungbes nutricionais (COSTA; ROSA, 2016). Alimentos funcionais podem ser
conceituados como alimentos ou bebidas que possuem nutrientes refor¢ados, como vitaminas,
fibras, proteina, minerais, microrganismos e outros componentes que tenham uma finalidade
funcional (FARID et al., 2019).

Segundo a Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacéo e Agricultura, alimentos
funcionais sdo definidos basicamente, como um alimento que proporciona beneficios a salde
além da nutricdo béasica, demonstram beneficios especificos a saude, incluindo a prevencédo de
doencas, além de alimentos processados que contém ingredientes que auxiliem na funcéo
corporal, além de ofertar nutricdo ao organismo (FAO, 2018).

E além disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria brasileira, esclarece que para a
aplicacdo em alimentos, as substancias dos alimentos funcionais que propiciam os beneficios
devem ter a comprovagéo da alegacéo das propriedades funcionais que devem ser conduzidas

com base em evidéncia cientifica (ANVISA, 1999 PEDROSA, 2015).
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A crescente conscientizacdo em relacdo aos produtos alimenticios funcionais, com o
poder de realizar potenciais beneficios a salde, tem se concentrado na incorporacao
de substancias bioativas em alimentos como uma suplementacao para acrescentar componentes
aos alimentos (CHAWDA et al., 2017). Os alimentos possuem grandes variedades de nutrientes
e sais minerais importantes para a nutrigdo humana, além disso, os alimentos possuem
componentes que o fazem ser funcionais, como acidos graxos 06mega-3,
carotenoides, prebioticos e probidticos (ANVISA, 2002; QIAO et al, 2022).

Substancias antioxidantes sdo comumente encontrados em muitos produtos vegetais,
como frutas, graos, folhas, raizes entre outros (ISHTIAQ et al, 2022). Fazendo parte dos
alimentos funcionais estdo as substancias bioativas, que s&o voltadas para promogédo e
manutencdo da salde, tendo diversos beneficios como alguns descritos na Tabela 1. Os
antioxidantes sdo compostos que protegem as células dos danos formados pelos radicais livres,
eles atuam inibindo a iniciacdo ou propagacdo formacao de radicais livres, assim, prevenindo

danos que possa interferir na expressao genética (KUMAR; NAIR; KUMAR, 2023).
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Tabela 1- Potenciais beneficios de substancias bioativas funcionais encontradas na literatura

SUBSTANCIA BENEFICIO REFERENCIA
Acido graxo o- O consumo de Oleo de chia durante a VALENZUELA, et
linolénico (ALA) gravidez aumento al., 2015

transitoriamente o teor de acido a-linolénico
(ALA) no leite materno durante a gestacao.

Carotenoides: Regulacédo da a degeneragdo macular ligada BENKE; et al, 2014
zeaxantina, luteinae  aidade.

[B-criptoxantina

Carotenoides Prevencao de cataratas. COOPERSTONE;
SCHWARTZ, 2016
Carotenoide: Auxilio na cicatrizacdo de feridas. ZINDER, et al, 2019

licopeno, retinol

Flavonoides Prevencdo do envelhecimento e a redugdo SALGADO, 2017
da incidéncia de doencas crbnicas nao
transmissiveis, como as
neurodegenerativas, as cardiovasculares ou

0 cancer.

Flavonoides Reducdo do risco de desenvolvimento da SALGADO, 2017
doenga de Parkinson.

Omega-3 Reducdo de sintomas e progresséo da NOLAN et al., 2022
doenga de Alzheimer.

Omega-3 Prevencdo e tratamento de doencas SOHOULI, et al.,

crbnicas, incluindo doencas aterogénicas 2022

e renais.
Probioticos Previnem doengas cardiovasculares JIA et al., 2023
Probioticos Melhoramento do metabolismo hepatico SANTOS;

dos lipidios e da glicose sistémica VARAVALHO, 2011
Probioticos Aliviam sintomas relacionados ao diabetes RODRIGUES et al.,

2021
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Acido graxo 6mega 3

A maioria dos &cidos graxos de ocorréncia natural contém uma cadeia com um numero
par de atomos de carbono, variando de 4 a 28 (KIMURA et al., 2020).

Os 4acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), sdo essenciais para o metabolismo,
crescimento e desenvolvimento do corpo, uma vez que desempenham um papel importante na
regulacdo do organismo (CHIEN et al., 2000).

Os &cidos graxos 6mega-3 (n-3), sdo considerados essenciais porque 0s seres humanos
ndo podem sintetiza-los e, portanto, devem vir da dieta diaria (MARTIN et al., 2006).

Embora os organismos marinhos sejam a principal fonte de PUFAs n-3, algumas
sementes de plantas também os contém. Por exemplo, as sementes de linhaca, canola e chia séo
boas fontes de acido graxo alfa-linolénico (ALA), que serve como precursor da sintese de
PUFAs n-3 no corpo humano (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018).

Os PUFAs n-3 exercem inumeros beneficios a salde contra doengas cardiovasculares
(fibrilacdo atrial, aterosclerose, trombose, inflamac&o e morte subita cardiaca), diabetes, cancer,
depressdo e vérias doencas mentais, declinio cognitivo relacionado a idade, antioxidante,
diabetes, reduz o colesterol LDL e artrite reumatoide (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2018;
SALA-VILA et al., 2022).

Uma das alternativas é enriquecer alimentos adicionando 6leos com alto teor de PUFAs

n-3, para atender os consumidores por outras fontes alimentares (HECK et al., 2017).

Probidticos

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a salde do hospedeiro, além de melhorar o equilibrio
microbioldgico intestinal produzindo efeitos benéficos a satde do individuo (GUARNER et al.,

2017; FAO, 2006).
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A entrega de probioticos a humanos tem sido tradicionalmente associada a alimentos
lacteos fermentados, produtos lacteos, como iogurtes, leite fermentado e queijos
(RANADHEERA; NAUMOVSKI; AJLOUNI, 2018).

Atualmente, os alimentos que contém bactérias probidticas tém atraido a aten¢do devido
a ampla gama de beneficios a salde associados ao seu consumo, em comparagdo com 0S
produtos alimentares tradicionais (DE LIMA; WESCHENFELDER, 2019). No entanto, hd uma
lacuna na ampla oferta de alimentos com probidticos ao consumidor.

Os probidticos comestiveis como Lactobacillus e Bifidobacterium colonizam o intestino
humano e secretam substancias bioativas benéficas, que promovem a salde e o bem-estar
humanos. Esses géneros sao constituidos por mais de 200 espécies, entre as quais muitas cepas
foram reconhecidas como probidticos, além disso, sdo as cepas mais utilizadas em estudos nos
altimos anos (ZHANG et al., 2022; PAPIZADEH et al., 2017; RIBEIRO et al., 2014).

No entanto, a viabilidade das células probidticas pode ser afetada negativamente durante
0 processamento e armazenamento de alimentos. Existem muitos fatores extrinsecos
(temperatura, umidade relativa e gases atmosféricos) e intrinsecos (nutrientes, pH, acidez e
potencial de oxidagdo-reducdo) que afetam a viabilidade e estabilidade dos probidticos em
alimentos transportadores (TARIFA et al., 2021; HERNANDEZ et al., 2013). Além disso, é
necessario que os probioticos sobrevivam as condic¢des gastrointestinais e cheguem ao epitélio
intestinal em grande numero (ROLIM et al., 2020).

Atualmente, alguns beneficios a salde que sdo atribuidos aos probidticos sdo a
modificacdo da resposta imune contra doencas inflamatorias, efeito terapéutico contra
depressédo ou ansiedade, propriedade anti-infecciosa contra Salmonella enterica, melhoramento
da satde do cérebro contra doengas neurodegenerativas, modulacéo da dishiose da microbiota
intestinal e dos déficits do eixo cérebro-intestino com melhora da disfuncdo cognitiva,

prevencdo de doenca inflamatdria intestinal, efeito terapéutico anti-diabetes com inflamacéo
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reduzida e melhora do perfil cardiometabolico, entre outros (ROOBAB et al., 2020). Bactérias
acido-laticas inibem a adeséo do patdgeno ao epitélio intestinal, causando a reducéo de toxinas
bacterianas, a sintese de substancias antibacterianas (bacteriocinas, antibidticos) e vitaminas
(MARKOWIAK, SLIZEWSKA, 2017).

O mercado voltado para probidticos tem atraido a atencéo da inddstria alimenticia para a
producdo de novos produtos contendo probidticos, além de estudos e pesquisas na area
académica sobre as caracteristicas e beneficios a salde humana atribuida aos probidticos
(BEHERA; PANDA, 2020). Sendo assim, a microencapsulacdo é uma alternativa para a
protecdo da viabilidade dos microorganismos benéficos até o intestino, para a aplicagdo em
determinados alimentos, além de assegurar a viabilidade referente ao tempo de armazenamento

dos produtos e durante a passagem pelo trato gastrointestinal (MARTIN et al., 2015).

Lactobacillus acidophilus

O Lactobacillus acidophilus € um importante probidtico intestinal da familia das bactérias
do &cido lactico (BAL), sendo um probidtico bacteriano comercialmente significativo,
originalmente isolado do trato gastrointestinal humano e denominado Bacillus acidophilus em
1900. O Lactobacillus acidophilus é de grande destaque em termos de pesquisa e
desenvolvimento, especialmente por estar tdo intimamente ligado a sadde humana (BULL et
al., 2013; GAO et al.,2022).

O Lactobacillus acidophilus € um bacilo gram-positivo que ndo forma esporos, apresenta
formato como bastdes alongados e medem de 2-10 pum de comprimento. A temperatura 6tima
de cultivo é geralmente de 35 a 38°C, tem baixa resisténcia ao calor excessivo e seu pH 6timo
é de 5,5 a 6,0. A maioria das cepas de Lactobacillus acidophilus sdo bactérias anaerébias, com
melhor crescimento em meio com pouco oxigénio, ou em 5~10% de CO » (ALTERMANN et

al., 2005; GAO et al., 2022; AZCARATE-PERIL et al., 2004).
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Em trabalhos pesquisados, os resultados indicaram que a utilizacdo de Lactobacillus
acidophilus é uma estratégia promissora para o tratamento da colite ulcerosa, promovendo a
mitigacdo da colite induzida, que estd associada ao aumento da carga de Lactobacillus
acidophilus e producéo de acetato (WANG et al., 2020).

Outro trabalho afirma a reducéo na intensidade da dor abdominal causada pala sindrome
do intestino irritavel apOs a ingestdo de células de Lactobacillus acidophilus além da
normalizacdo dos hébitos intestinais (MARTONI; SRIVASTAVA; LEYER, 2020).

Segundo Li et al., (2019), o Lactobacillus acidophilus combinado com Bifidobacterium
animalis subsp. lactis apresentou resultados relevantes na atividade anti-inflamatoria perante a
doenca inflamatdria intestinal, atuando nas células epiteliais do intestino.

Estudos clinicos recentes mostraram que tratamentos com probidticos podem prover
melhorias em algumas anormalidades comportamentais associadas aos Transtornos do Espectro
do Autismo, por meio da regulagdo da microbiota intestinal acarretando a modulacéo do eixo
cérebro-intestino (CAULI et al., 2022).

Portanto, a utilizacdo do Lactobacillus acidophilus para consumo humano e para a
pesquisa é de extrema relevancia, considerando a sua utilizagdo para fins de beneficios a satde

do hospedeiro.

Oleos funcionais

Nos ultimos anos, a demanda pelo consumo de 6leos vegetais tem aumentado, assim
como sua procura para fins domésticos e industriais. Os 6leos vegetais tém propriedades fisico-
quimicas especificas que desempenham um papel vital na dieta nutricional humana em
beneficio a salde (ZIA et al., 2022). Recentes pesquisas relatam que os acidos insaturados
nutricionais desempenham um papel relevante na reducéo dos riscos associados a doengas como

asma, doengas cardiovasculares, cancer e diabetes. Além de habilidades para aumentar o



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

35

sistema celular de defesa, acdo antioxidante reduzindo os radicais livres do organismo,
potencial anti-inflamatorio e protecdo do sistema cardiovascular contra varios efeitos adversos
(GANESAN et al., 2018).

Existem os inimeros 6leos disponiveis comercialmente, como 6leo de girassol, abacate,
semente de abobora, arroz, linhaga, canola, chia, entre outros, todos com a presenca de acidos
graxos émegas.

No mercado, sdo encontrados 6leos com variados acidos graxos pertencentes aos acidos
graxos 6megas. Um dos exemplos é o éleo de linhaga, que contém majoritariamente o acido
graxo a -linolénico n -3 (42,4%), linoleico n-6 (26,2%) (ISHAG et al., 2020). O oleo de
abacate, além de possuir beneficios para uso culinario, é composto por acidos graxos 6mega,
segundo o trabalho de TAN, (2019) é encontrado acido graxo linoleico n-6 (15,15%) e oleico
n-9 (67,69). O 6leo de canola é caracterizado pelos acidos graxos, oleico n-9 (53,08%), acido
linoleico n-6 (23,2%), o -linolénico n-3 (8,6%) (RUYTER, 2022). O o6leo de girassol é
composto pelos acidos graxos oleico n-9 (14%) e linoleico n-6 (44%), na maioria das cultivares
produzidas no mundo (AKKAYA, 2018). Os proximos 6leos possuem estudos recentes, pois,
pela matéria prima se tratar de um residuo é uma alternativa de aproveitar uma demanda
industrial, que associa a beneficios para saude por meio das PUFAs. O 6leo da semente de
abobora contém em sua composicao, acido linoleico n-6 (35,6-60,8%), oleico n-9 (21,0-
46,9%), acido palmitico (9,5-14,5%) (SINGH; KUMAR, 2023). O 6leo extraido das sementes
de uva possui oleico n-9 (14,3%), linoleico n-6 (74,7%) ¢ o -linolénico n-3 (0,15%) (YANG et

al., 2021).

Oleo de chia
A chia (Salvia hispanica L.) é uma planta herbacea pertencente a familia Lamiaceae de

onde fazem parte algumas ervas aromaticas muito utilizadas na culinaria, e 0 seu consumo vem
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aumentando nas Ultimas décadas, além de ser considerada um alimento funcional (IXTAINA,
2012; CAPITANI, 2012).

O ¢6leo de semente de chia e produtos demonstram potencial bioativo, que por meio do
uso regular, pode mitigar o risco de doencas cronicas, devido aos efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios em estudos laboratoriais. Entretanto, em relacdo aos ensaios clinicos em humanos
ainda faltam mais informacgdes sobre referéncia a seguranca, possiveis efeitos colaterais e
mecanismo de acdo de suas biomoléculas e, com base nesses estudos, recomendacoes
adequadas para o uso de produtos e 6leo de semente de chia precisam ser fornecidas (ENES et
al., 2020; GHAFOOR et al., 2020).

Entretanto, o direcionamento é para a composicdo lipidica do 6leo de chia e seus
beneficios para a saude do consumidor. A concentracdo de &cidos graxos insaturados
pertencentes ao 6leo de chia é amplamente conhecido, sendo eles majoritariamente os
respectivos acidos graxos, a-linolénico, linoleico e oleico. Porém, a sua presenca é diferente
considerando o local de plantio da chia, dessa forma, apresentando valores diferentes nos
trabalhos publicados, em que os autores encontraram diferentes teores de acidos graxos
majoritarios no 6leo de chia, primeiramente, FERNANDES et al. (2019) encontrou 68% de a-
linolénico, 19,26% de linoleico e 7,34% de oleico, os autores BRANDAN; 1ZQUIERDO;
ACRECHE, (2022) obtiveram os resultados de 60,85% para o a-linolénico, 19,75% para o
linoleico e 7,9% para o oleico, jA TAK et al. (2022), obteve 63,79% de a-linolénico, 60,78%
de linoleico e 12.01% de acido graxo oleico.

As proporcdes dessemelhantes de &cidos graxos poli-insaturados presentes neste dleo, s&o
responsaveis pelo seu grande valor nutricional e terapéutico (MARTINEZ, et al., 2015;
GANAN, 2020; GHAFOOR et al., 2020).

E amplamente conhecido que, embora os PUFAs n-3 tenham uma alta atividade

bioldgica, o grau de insaturacdo estd positivamente correlacionada com a taxa de oxidacéao
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lipidica, sendo assim, os PUFAs n-3 de cadeia longa sdo especialmente mais suscetiveis a
oxidacdo (DU et.al, 2022).

Portanto, devido ao seu alto teor de PUFA, o 6leo de semente de chia é suscetivel a
deterioracOes oxidativas decorrentes de fatores ambientais e de armazenamento, como calor,
umidade, acdo de enzimas, luz sendo fotossensivel, atuando como obstaculos para a
incorporacgéo nos alimentos (FIRTIN et al., 2020; WANG et al., 2021).

A oxidagdo lipidica pode ser retardada por diferentes fatores, como embalagem e
atmosfera modificada. Além disso, duas estratégias que poderiam mitigar essas limitacfes sdo
a adicdo de uma substancia com funcdo antioxidante e a microencapsulacdo (COMUNIAN et

al., 2016).

Microencapsulacao

A microencapsulagdo é uma técnica que constitui no envolvimento de pequenas particulas
solidas, goticulas liquidas ou gases em um revestimento, que pode ser usado para proteger,
transportar e uma funcao especifica de controlar a liberacdo de substancias ativas (NAZZARO
etal., 2012).

Existem diferentes técnicas utilizadas para microencapsular, dividido em métodos fisicos
(extruséo, spray drying, spray chilling e spray cooling, leito fluidizado, co-cristalizagéo e a
liofilizacdo), métodos quimicos (polimerizacao interfacial, inclusdo molecular e polimerizacao
in situ) e métodos fisico-quimicos (coacervacdo, lipossomas, lipoesferas, evaporacdo de
solvente) (SAIFULLAH et al., 2019).

Para MENEZES et al. (2013), inimeras vantagens estdo relacionadas a
microencapsulagdo, como estabilizar o material encapsulado, controlar reacdes oxidativas,
liberar o material ativo de forma controlada, reduzir a toxicidade do material ativo, prolongar a

vida util e proteger compostos de valor nutricional.
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As microparticulas tem didmetro na faixa de 1 a 1.000 um (HOGENBOM et al., 2021)

Uma das maiores vantagens da microencapsulacdo é o controle de liberacdo dos
constituintes ao longo do sistema gastrointestinal, sendo importante para a viabilidade dos
microrganismos e substancias bioativas até o local desejado, assim, promovendo os beneficios
a satide do consumidor (BURGAIN et al., 2011). Para isso, segundo MUKAI-CORREA, (2008)
a liberagdo controlada do material encapsulado pode ocorrer por ruptura mecanica, temperatura,
pH ou solubilidade do meio, por biodegradacao ou por difusdo.

Além disso, um parametro crucial para o desenvolvimento das microparticulas é o seu
tamanho, pois, se for com tamanho de particula elevado, sera perceptivel no paladar a textura e
assim, limitar a utilizacdo em uma gama de alimentos (SILVA et al., 2014). Segundo 0 mesmo
autor, as particulas ou capsulas podem ser classificadas de acordo com o seu tamanho em
macroparticulas (>1.000 um), microparticulas (0,2 a 1.000 pm) e nanoparticulas (<0.2 pm)

(SILVA et al., 2014).

Microencapsulacgdo de probioticos

E interessante que os probidticos microencapsulados sejam adicionados a produtos
alimenticios com maior probabilidade de consumo, ao invés de suplementos dietéticos. Alguns
produtos como queijo (EL SAYED; MABROUK, 2023), iogurte (SEKHAVATIZADEH etal.,
2023), sucos (MARQUES DA SILVA et al., 2021) e polpa de frutas (RADDATZ et al., 2022)
sdo alimentos que a adicdo dos probidticos microencapsulados foram estudados. Embora esses
produtos sirvam como um bom ambiente para bactérias probidticas, eles podem causar uma
reducdo em sua viabilidade na forma livre, devido a exposicéo das células probidticas a fatores
extrinsecos que prejudicam a viabilidade. Para WANG et al. (2018), a microencapsulacao
aumentou o nimero de células bacterianas viaveis atingindo o intestino grosso de 10* UFC/mL

para 10® UFC/mL, ap6s o consumo de iogurte armazenado por 70 dias. Recentemente, a
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pesquisa sobre novas formulacdes e de metodologias de microencapsulacdo, bem como sua
aplicacdo em alimentos, apresenta um crescimento significativo. Alguns trabalhos envolvendo
a aplicacdo das microparticulas foram estudados em alimentos alternativos e tradicionais, como
abordado a seqguir.

Quando falamos em alimentos com bactérias laticas, logo pensamos em derivados do
leite. A aplicacdo de probidticos microencapsulados em queijo é uma alternativa para o
mercado. Assim, foi estudado em queijo, com aplicacdo das microparticulas de alginato de
sodio, farinha de arroz e bactéria Bifidobacterium lactis, onde foi obtido viabilidade superior
da bactéria encapsulada em relagdo ao controle, no periodo de armazenamento e ndo alterou
sensorialmente o produto (EL SAYED; MABROUK, 2023).

Também, assim como o queijo, iogurte € uma forma de adicao das capsulas probidticas
para consumo, como apresenta o trabalho que utilizou Lactobacillus plantarum encapsulado
juntamente com mucilagem de quiabo e aplicado em iogurte, obtendo resultados favoraveis em
relacdo ao controle nos quesitos de viabilidade durante armazenamento, resisténcia térmica e
resisténcia gastrointestinal, favorecendo a aplica¢do no iogurte (SEKHAVATIZADEH et al.,
2023).

Ao pensarmos em alimentos livre de lacteos, que atenda publicos veganos e intolerantes
a lactose, ha estudos em aplicagdo em sucos de fruta, onde foi adicionado microparticulas
contendo a bactéria probiotica Lactobacillus acidophilus obtidas por coacervacdo complexa
associada a reticulagcdo com transglutaminase em sucos de laranja e macd, avaliando a
viabilidade do mesmo, onde foi observado que os probiéticos microencapsulados apresentaram
alta viabilidade em relacdo a bactéria sem microencapsular durante o tempo de armazenamento
e além disso, ndo houve alteracdo nos atributos sensoriais, com isso, corroborando a aplicacdo
dos probi6ticos encapsulados nos alimentos (MARQUES DA SILVA et al., 2021).

Seguindo nesta perspectiva de consumo, também ha utilizacdo das microparticulas
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probidticas em polpas de frutas. Em um trabalho, onde foi adicionado microparticulas
probidticas associados a extrato da casca da cebola roxa em polpa de morango congelada, em
que foram observados resultados favoraveis na viabilidade dos probioticos no tempo de
armazenamento da polpa e na avaliagdo de resisténcia as condicGes gastricas, permitindo a
aplicacdo das microparticulas na polpa (RADDATZ et al., 2022).

Desse modo, a microencapsulacao é a alternativa com grande potencial para protecdo dos
probioticos por meio das fungbes que a microencapsulacdo exerce aos probidticos. Assim, é
possivel disponibilizar os probidticos em outras matrizes alimentares, possibilitando os

beneficios que os probidticos destinam aos consumidores.

Microencapsulagdo de 6leos comestiveis

Os 06leos, sdo altamente sensiveis a oxidacdo e, alem disso, sdo de dificil aplicacdo em
varios tipos de alimentos. Entdo, a microencapsulagdo representa uma alternativa atrativa para
proteger da oxidacao e incorporar 6leos em diversas matrizes alimenticias (DELSHADI et al.,
2020).

No trabalho de MU et al. (2022) foi utilizada a técnica de coacervacdo complexa para
microencapsulacao de 6leo de algas, utilizando quitosana e amido modificado como material
de revestimento. Ap6s o preparo das microparticulas, as mesmas foram liofilizadas. Foi
avaliado o comportamento oxidativo do 6leo microencapsulado em relagdo ao 6leo livre pelo
periodo de 35 dias em temperatura ambiente em frascos protegidos da luz, onde foram
observadas diferengas no comportamento oxidativo do 6leo microencapsulado em relagdo ao
livre, sendo que a microencapsulacdo protegeu o dleo frente a oxidacdo durante o periodo de
armazenamento.

Em outro trabalho, foi realizada a microencapsulacdo de 6leo de chia e linhaga pela

metodologia de gelificacao idnica para substituicdo de gordura animal por 6leos vegetais ricos
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em dmegas em produtos carneos ultra processados, e foi obtido um perfil de acidos graxos rico
em 6megas mesmo apos a passagem pelo processamento térmico a microencapsulacdo manteve
0s 6leos com lenta progressdo da oxidacao (HECK et al., 2017).

Ademais, em outro trabalho, foram produzidas microparticulas com mono e
multicamadas de revestimento, contendo uma, duas e trés camadas, onde foram
microencapsuladas emulsdes com 0leo de chia estabilizadas com lecitina de girassol, sendo
testadas como material de revestimento maltodextrina, quitosana e mucilagem de chia, e as
microparticulas foram obtidas por meio da secagem por pulverizagdo. Foi avaliada a protecdo
das substancias do 6leo de chia, onde foi obtida a estabilizacdo do 6leo microencapsulado, uma
alta eficiéncia de encapsulacdo do 6leo e controle da oxidagéo lipidica comparado com dleo
livre (COPADO et al., 2021).

Desse modo, a microencapsulacdo é uma alternativa para a protecdo do 6leo a oxidacao

lipidica.

Co-encapsulacgao de 6leos e probioticos

Probidticos e 6leos tém sido estudados em varios contextos. Alguns estudos se
concentraram no efeito dos 6leos essenciais no crescimento de bactérias probidticas, com
diferentes Oleos essenciais mostrando efeitos positivos ou negativos no crescimento de
probioticos (RASOULI; MAHMOUDI; KAZEMINIA, 2017).

Outra pesquisa explorou a utilizagdo da suplementacéo da dieta com probidticos e 6leo
de peixe para modificar metabo6litos séricos ao longo da gestacdo. E foi observado que foram
capazes de modificar positivamente os niveis de lipidios séricos (MOKKALA et al., 2021).

Em outro trabalho, LULWAH et al. (2016) encapsulou Lactobacillus plantarum com
adicdo de diferentes materiais, entre eles foi adicionado 6leo de canola e azeite de oliva pela

técnica de gelificacdo idnica e foi avaliada a viabilidade durante o armazenamento a 4°C por
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17 horas frente ao teste térmico a 63°C por 0, 15 e 30 minutos. Onde foi observado que houve
viabilidade do probiotico nas capsulas com 6leo nos testes aplicados, porém, abaixo do controle
sem oleo.

Em outro trabalho, o autor HUANG et al. (2021), microencapsulou Lactobacillus
plantarum e 6leo de peixe pela técnica de eletropulverizacdo, foram realizados testes para
avaliar a viabilidade dos probioticos ao serem submetidos ao teste gastrointestinal simulado,
estabilidade térmica e em condic¢des de armazenamento. Foi observado que a encapsulacdo do
6leo de peixe juntamente com a bactéria assegurou a viabilidade do probidtico em todas as
andlises, indicando que as capsulas com 6leo tiveram maior resisténcia as condi¢fes adversas.

Também foi estudada a viabilidade do Bifidobacterium longum emulsionado em 6leo de
semente de baoba fixado em estrutura de gelatina gerando um filme probiotico. Foi observado
que o filme de emulsdo melhorou significativamente a viabilidade probidtica durante o processo
de armazenamento, mantendo o probidtico vidvel por 30 dias de armazenamento em relagéo
aos demais tratamentos (YANG et al., 2023).

Contudo, trabalhos envolvendo a co-encapsulacdo de 6leos com bactérias probidticas
estdo presentes em baixo o ndmero na literatura atual, sendo necessario novos estudos

envolvendo esta tematica.

CONCLUSAO

A microencapsulacdo de substancias bioativos com foco em probi6ticos e os 6leos
funcionais, € um segmento que esta sendo recentemente estudado, entretanto, a grande maioria
da literatura atual aborda a microencapsulacdo das substancias de forma individual, ou seja,
sem a co-encapsulagéo.

Portanto, a encapsulacdo unindo duas substancias, as bactérias probidticas,

juntamente com 6leos ricos em dmegas, no caso 6leo de chia, &€ uma grande potencialidade de
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investigacdo. Além disso, é amplo o campo de atuacdo para a utilizacdo das técnicas de
encapsulacdo de probioticos conjuntamente com 6leos funcionais para entregar capsulas com
caracteristicas polifuncionais. Sendo assim, mais pesquisas Sd0 necessarias neste meio, para
assim, tornar possivel a fortificacdo de alimentos como alternativa das industrias a demanda

exigida pelos consumidores.
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MANUSCRITO 2

Avaliacdo da co-encapsulacéo de Lactobacillus acidophilus e diferentes concentracdes de

6leo de chia (Salvia hispanica L.) por gelificagdo ibnica externa

Resumo

Os probidticos e substancias bioativos vegetais, vem ganhando destaque e apreco pelos
consumidores pelo potencial de contribuir com a saudabilidade dos alimentos. Entretanto, essas
substancias sdo sensiveis a fatores intrinsecos e extrinsecos do meio, tanto no processamento
como também no acondicionamento do produto pronto. Nesse sentido, o presente estudo tem
como objetivo encapsular, por meio da gelificacdo idnica externa, o probiotico Lactobacillus
acidophilus juntamente com 6leo de chia (Salvia hispanica L.) em diferentes concentraces, a
fim de avaliar a interacdo, viabilidade e resisténcia de ambas substancias juntas. Ao estudar a
interacdo do L. acidophilus com o 6leo, foi observado que o tratamento com 20% de 6leo obteve
melhor performance na maioria dos testes realizados. As microparticulas obtiveram resultados
promissores na protecdo do Lactobacillus acidophilus durante o armazenamento e o Gleo
apresentou retardamento na oxidacéo lipidica por meio da microencapsulacdo. Além disso, as
microparticulas protegeram os probidticos nas analises de resisténcia gastrica e tratamento
térmico, sendo a presenca do 6leo um diferencial. Assim, a microparticula polifuncional
desenvolvida neste estudo se mostrou promissora, ampliando a aplicacdo e desenvolvimento de

novos alimentos com enriquecimento funcional.

Palavras chave: microencapsulacdo, probidticos, dleo poli-insaturado, 6mega-3, trato
gastrointestinal.
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MANUSCRIPT 2

Co-encapsulation of Lactobacillus acidophilus and different concentrations of chia oil
(Salvia hispanica L.) by external ionic gelation

Abstract

Probiotics and bioactive plant substances have been gaining prominence and appreciation
among consumers for their potential to contribute to the healthiness of food. However, these
substances are sensitive to intrinsic and extrinsic factors in the environment, both in the
processing and packaging of the finished product. With this in mind, the aim of this study is to
encapsulate the probiotic Lactobacillus acidophilus with chia oil (Salvia hispanica L.) in
different concentrations by means of external ionic gelation, in order to assess the interaction,
viability and resistance of both substances together. When studying the interaction of L.
acidophilus with the oil, it was observed that the treatment with 20% oil obtained the best
performance in most of the tests carried out. The microparticles obtained promising results in
protecting Lactobacillus acidophilus during storage and the oil slowed down lipid oxidation
through microencapsulation. In addition, the microparticles protected the probiotics in the
gastric resistance and heat treatment analyses, with the presence of the oil being a differential.
Thus, the polyfunctional microparticle developed in this study proved to be promising,

expanding the application and development of new foods with functional enrichment.

Key words: microencapsulation, probiotics, chia oil, dmega-3, gastrointestinal tract
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1 Introducéo

Os alimentos funcionais podem ser definidos como alimentos com diversos beneficios
a saude do consumidor e nutricdo essencial, sendo aqueles que, além das fungdes nutricionais
basicas, quando consumidos periodicamente, produzem efeitos metabdlicos, fisioldgicos e
benéficos a salde, prevenindo doencas crénicas, degenerativas, cardiovasculares, entre outras
(Kheto et al., 2023; Martirosyan & Singh, 2015). Assim, a demanda de consumo destes
alimentos vem crescendo mundialmente, destacando-se os probidticos e 6leos ricos em émega-
3.

Os probioticos sdo definidos como microrganismos vivos que quando ingeridos em
quantidades adequadas conferem beneficios a sadde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).
Entretanto, um grande desafio na incorporacdo de bactérias probioticas nos alimentos é a
manutencdo de sua viabilidade durante o processamento devido a fatores adversos no meio
(Kazemi et al., 2022).

Além disso, os 0leos ricos em émegas conferem diversos beneficios aos consumidores
como o fornecimento energético para manter as func@es dos 6rgdos, regulacdo das respostas
inflamatorias, das fungbes imunoldgicas e reducdo niveis séricos da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (Calder, 2017; Gutiérrez, Svahn, & Johansson, 2019).

Devido a natureza altamente insaturada dos acidos graxos poli-insaturados (PUFAS),
eles sdo sensiveis a oxidacdo e a degradacdo térmica, levando a producao de hidroperoxidos e
sabores e cheiros desagradaveis (Du et.al, 2022). Ha muitos anos, a microencapsulacédo de
6leos em matrizes poliméricas tem sido utilizada para protegé-los da degradacdo oxidativa
(Lewandowski, Czyzewski, & Zbicinski, 2012).

Com isso, a microencapsulacdo ¢ uma alternativa que tem se mostrado eficaz para
protecdo de substancias microencapsuladas, criando uma barreira entre as substancias e 0 meio

ambiente (Razavi et al., 2021).


https://www-sciencedirect.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0268005X19302474#bib38
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Dentre as técnicas de microencapsulacdo de probioticos, a gelificacdo idnica faz parte
das técnicas mais empregadas, pois apresenta condi¢fes simples e acessiveis para a producéo
das microparticulas, além disso, ndo utiliza altas temperatura e solvente (Mohammadalinejhad,
Almonaityté, Jensen, Kurek, & Lerfall, 2023).

Portanto, o presente estudo tem por objetivo desenvolver microparticulas pela
metodologia de gelificagdo i0nica externa e avaliar a viabilidade e estabilidade da co-
encapsulagdo do Lactobacillus acidophilus com éleo de chia (Salvia hispanica L.) em diferentes
concentragOes e investigar o comportamento das substancias ao armazenamento, e resisténcia

dos probioticos a passagem simulada ao sistema gastrointestinal e tratamento térmico.

3. Materiais e Métodos

2.1 Preparo do in6culo

Para o preparo do in6culo foi utilizado 1 g da cultura probiética L. acidophilus-LA02
(Coana- Brasil), onde foi ativado em 100 mL de caldo MRS (Himedia) e incubado
anaerobicamente por 15a 18 ha 37 £ 1 °C. Em seguida, centrifugado a 4670 x g por 15 minutos

a4+ 1°C e lavado com solucdo salina (0,85 %).

2.2  Obtencao do 6leo de chia
O ¢leo de chia foi adquirido comercialmente, em frascos de 250 ml, diretamente da

fabrica Pazze Alimentos, Panambi, Brasil.

2.3 Producdo das microparticulas contendo L. acidophilus e 6leo de chia
As microparticulas foram produzidas de acordo com a técnica de extrusdo desenvolvida
por Liserre, Ré e Franco (2007), com adaptacGes de Etchepare et al., (2016).
Para isso, foi preparado 100 ml de uma mistura emulsionada de 2 % de alginato de sodio

(Veetec, Rio de Janeiro, Brasil) e diferentes concentracdes de 6leo de chia. Apos, a emulséo foi
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adicionada a cultura probi6tica L. acidophilus e a emulséo foi pulverizada em CaCl; 0,1 M por
um bico atomizador de fluido duplo (0,1 mm), a 12 cm da solugédo de CaCl> sob pressdo de ar
de 0,125 kgf / cm. Em seguida, as microparticulas foram mantidas sob agitacdo por 30 min na
solucéo de CaCl e peneiradas (0,038 mm e malha 400 mesh). As especificagOes da quantidade

de constituintes de cada tratamento esté presente na Tabela 1.

Tabela 1 - Composigédo dos tratamentos com e sem microencapsulagéo.

Reagentes Tratamentos

To T1 T T Ta Ts
Alginato de sédio - - 29 29 29 29
Cultura probiética . 1g 1g 1g 1g 1lg
Oleo de chia 1g - - 10g 159 20 g
Agua - - 974¢ 874¢g 82¢ 779

To = 6leo na forma livre sem microencapsular, T;= cultura celular na forma livre de L. acidophilus, T, =
microparticulas com L. acidophilus sem 6leo, Ts= microparticulas com L. acidophilus com 10% de 6leo, Ts=

microparticulas com L. acidophilus com 15% de 6leo e Ts= microparticulas com L. acidophilus com 20% de dleo

2.4 Caracterizacdo das microparticulas

A morfologia das particulas foi avaliada utilizando um microscépio Optico (Carl Zeiss
AXxio Scope.Al, Oberkochen, Alemanha) equipado com uma camera digital Axio Cam MRc
(Carl Zeiss). Ja a distribuicdo do tamanho de particula foi determinada usando o equipamento

de difracdo a laser Mastersizer 2000 (Malvern, Reino Unido).

2.5 Contagem de células vidveis
A contagem de células viaveis foi realizada de acordo com Sheu et al. (1993) e adaptada,

onde 1 g de microparticulas foram pesadas e foi adicionado 9 ml de solugdo tampéo fosfato de
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potassio estéril (pH 7,5) e submetidas a agitagdo (160 rpm) em incubadora refrigerada com
agitacdo TE-421 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas diluicGes decimais seriadas até as diluigdes necessarias,
plaqueamento em profundidade e adi¢do de 4gar MRS, em triplicata, e incubagdo a 37°C/72h

em jarras de anaerobiose contendo gerador anaerébio (Oxoid).

2.6 Avaliacdo das microparticulas em diferentes condi¢cdes de armazenamento

Para avaliar a estabilidade dos probi6ticos nas microparticulas, contagens foram
realizadas a cada 15 dias, e para avaliar a estabilidade oxidativa por meio da analise de
perdxidos que foram avaliadas a cada 30 dias. As amostras foram armazenadas em tubos tipo
Eppendorf® estéreis e protegidas da incidéncia de luz a 25°C, 7°C e -18°C, que simulam
condi¢des de temperatura ambiente, de refrigeracdo e de congelamento respectivamente, por

um periodo de 90 dias.

2.7 Sobrevivéncia dos probioticos em condicGes gastrointestinais simuladas

Para avaliar a resisténcia das particulas frente a condi¢Ges gastrointestinais simuladas,
0 método proposto por Madureira et al. (2011) com adaptacGes. Para isso, 1 g de
microparticulas foi pesado, adicionado a 9 ml de solucdo salina (0,85%) e submetidas a
agitacdo em incubadora refrigerada com agitacdo TE-421 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), a 37
+ 2 °C. Ap06s, foram submetidos a condic6es simuladas do es6fago/estdmago (pH 2.0 / 90 min
/130 rpm) na presenca de pepsina, condi¢des simuladas do duodeno (pH 5.0/ 20 min / 45 rpm)
na presenca de pancreatina e sais biliares e, condi¢6es simuladas do ileo (pH 7.5/ 90 min / 45
rpm). Para a verificagdo das contagens probidticas, foram coletadas aliquotas ao final de cada

etapa da simulacdo gastrointestinal, realizado o plaqueamento de acordo com o item 2.5
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2.8 Resisténcia ao tratamento térmico

A resisténcia ao tratamento térmico foi avaliada como proposto por Zhang et al.
(2014) com algumas modificagdes. Para isso, foi utilizado 1 g de microparticulas e 1 ml de
cultura livre, ambos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 9 ml de solugéo salina
(0,85%) estéril. O contetdo foi entdo submetido a diferentes condigdes térmicas, sendo 72 +
1 °C por 15 segundos e 63 + 1 °C por 30 minutos, simulando a pasteurizacdo rapida e lenta
respectivamente. Ap0s processo de pasteurizacao, os tubos foram ligeiramente resfriados por
imersdo em gelo por 10 minutos. Por fim, as aliquotas foram coletadas e as microparticulas
rompidas utilizando 9 ml de tampéo fosfato de potassio estéril (pH 7,5) e utilizada a agitacéo
em incubadora refrigerada com agitacdo TE-421 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), e a

viabilidade celular foi determinada seguindo o item 2.5.

2.9 Eficiéncia de encapsulacdo dos probioticos
A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) dos probidticos foi calculada conforme proposto por

Martin et al. (2013) a partir da Eq. (1).

Eq. 1. EE = (N/ NO) X 100

N= numero de células viaveis (log UFC/g) que foram libertadas pelo rompimento das
microparticulas e NO= nimero de células viaveis (log UFC/g) no concentrado de células antes

da microencapsulacéo.

2.10 Extracéo lipidica
Para obtencdo do 6leo microencapsulado para a realiza¢do das andlises, foi utilizado o

método de Bligh e Dyer (1959), com algumas adaptacGes. Foi utilizada a solugdo de
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cloroférmio estabilizada com hidroxitolueno butilado (BHT), onde foi dissolvido 0,2g de BHT
em 1000 mL de cloroférmio, sob protecdo de capela e as solu¢Ges em temperatura ambiente. A
agua adicionavel presente na metodologia original de Bligh e Dyer (1959), foi substituida por
tampao fosfato pH 7,5, utilizado para auxiliar o rompimento das capsulas e facilitar a extragdo
do 6leo interno.

Foram utilizados tubos tipo Falcon® de 50 ml, assim, foi pesado 1,0 g de amostra e
adicionado 6,0 ml de tampdo fosfato pH 7,5 e homogeneizado por meio de incubadora
refrigerada com agitacdo TE-421 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil), a 160 rpm por 60 minutos.
Apos, adicionou-se 16 ml de metanol e 8 ml de cloroférmio e homogeneizado por 30 minutos
a 250 rpm em mesa agitadora orbital (Q225M, Quimis, BR). Apds esse periodo, foram
adicionados 8 ml de cloroférmio e 8 ml de solucdo aquosa de sulfato de sédio 1,5% e novamente
agitadas por 2 min. Entéo as amostras foram centrifugadas (MTD Il PLUS, Metroterm, BR) a
1006 xg por 5 min para a separacdo das fases aquosa e organica. Sendo que, em todas as analises

realizadas, foi utilizada a fracdo orgéanica.

2.11 Determinacdo de valor de peroxidos

Para a avaliacdo do indice de perdxidos foi utilizado a fracdo organica obtida pelo
método de Bligh e Dyer (1959) adaptado. E realizada a analise conforme a metodologia descrita
por Shantha & Decker (1994) a 500 nm e o resultado expresso em meq de O, por kg de lipidios.

Foi adicionado aproximadamente 0,06 g de 6leo extraido em tubos de ensaio com rosca
protegido da luz, apds foi adicionado a solucdo de cloroférmio: metanol (7:3), agitado em
vortex, e adicionado a solucdo de Fe(ll) e agitado, por fim, foi adicionado a solucdo de
tiocianato de aménio e agitado, ap6s foi incubado por 5 min e leitura em espectrofotémetro
UV-VIS (Varian Cary 50 Probe, Melbourne, Australia) em 500 nm. O valor do peréxido foi

calculado utilizando uma curva padrdo de solucdo de cloreto de ferro (l11).
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2.12 Determinacdo do perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa.

Cerca de 10 mL da fracdo organica, que contém os lipidios, obtida na etapa final do
Bligh e Dyer (1959), adaptado, foram colocados em um tubo de ensaio de rosca abrigado da
luz, apos o solvente foi evaporado por meio de vacuo e em banho de aproximadamente 38°C.
Ap0s, foi transferido aproximadamente 0,02 g de 6leo extraido em um tudo de ensaio de rosca
abrigado da luz . Entéo, foi adicionado 200 pL da solucdo metanolica de 2 M de KOH e agitado
vigorosamente em vortex e deixar em banho-maria a 40°C por 5 minutos, onde os triglicerideos
foram convertidos em ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG), por esterificacdo, conforme
0 método n° 5509 da International Organization for Standardization (ISO, 1978), em triplicata.
Ap0s, foi adicionado 1 ml de hexano e agitado em vortex, posteriormente, a parte superior do
tubo contendo os ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMEs) dissolvidos em hexano foi
removida para analise cromatografica.

As FAMEs dissolvidas em hexano foram analisados em cromatografo gasoso e detector
de ionizacdo de chamas (GC/FID, Star CX 3400, Varian, PA, Estados Unidos). A separacdo
dos analitos foi realizada em uma coluna cromatografica medindo 100 m x 0,25 mm d.i., € 0,20
um de espessura de fase estacionaria (HP-88, Agilent J&W, Bellefonte, Estados Unidos). Para
tanto, 1 pL de EMAG foi injetado na porta do injetor operado a 250 °C no modo split (razédo
1:30) e o arraste dos analitos feito pelo gas hidrogénio (pressao constante de 25 psi). O FID foi
alimentado com hidrogénio, nitrogénio e ar sintético e operado a 250 °C. A temperatura inicial
da coluna foi de 100 °C, na qual permaneceu por 2 min, aumentando para 175 °C a uma taxa
de 10 °C/min, permanecendo por 10 min, aumentando depois a 210 °C a uma taxa de 4 °C/min,
permanecendo por 5 min, em seguida, a 5 °C/min até 230 °C, permanecendo isotérmico por 12
min.

Os picos cromatograficos obtidos foram registrados no Sistema de Aquisi¢cdo de Dados

Baseline N2000, proprio do GC/FID, e assim foram utilizados para a identificacdo dos AG"s
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pela comparacao dos seus respectivos tempos de retengdo com os tempos de retenc¢éo dos picos
obtidos de uma amostra contendo 37 padrdes analiticos de ésteres de acidos graxos (FAME
Mix-37, Sigma Aldrich, Estados Unidos) e analisados nas mesmas condi¢des cromatograficas
que as amostras.

Segundo Visentainer (2012), ap6s a identificacdo dos AGs, suas areas de pico foram
corrigidas utilizando fatores de correcdo especificos relacionados a tamanhos de cadeia
equivalentes e fatores de conversdo de éster em &cido. Finalmente, os &cidos graxos foram
quantificados utilizando técnicas de normalizacdo da area de pico e os resultados foram

eXpressos em porcentagens.

2.13 Determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo do 6leo de chia

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi calculada em triplicata a partir da equacédo 2. O
teor de Oleo total (TO) nas microparticulas foi quantificado segundo a metodologia descrita por
Bligh e Dyer (1959) e o 0leo extraivel (SO), normalmente referido como 6leo de superficie,

determinado de acordo com a metodologia de Davidov-Pardo et al. (2008).

TO - SO
E= X 100 (02)

TO

Onde: EE ¢ a eficiéncia de encapsulacdo, TO ¢é o teor total de 6leo e 0 SO € o dleo extraivel.

2.14 Andlise estatistica

Os testes foram realizados em triplicatas e os resultados foram avaliados por
analisede variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas por teste de Tukey, com o
auxilio dos programas SISVAR® e GraphPad Prism 8.0.2, considerando o nivel de

significancia de 5% (p <0,05).
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3 Resultado e discussdo

3.1 Caracterizacdo das microparticulas

De acordo com a Figura 1 (A), é possivel observar que o tratamento branco apresenta
microparticulas esférica e uniforme com material do ndcleo distribuido por toda a matriz, sendo
caracteristica de capsulas composta somente por alginato e cultura probidtica (Poletto et al.,
2019). De mesmo modo, observamos as microparticulas dos tratamentos com as diferentes
concentracOes de 6leo, apresenta forma com bordas irregulares e presenca de goticulas de 6leo
disperso internamente da cépsula, como representado na Figura 1 (B, C e D). Forma das

microparticulas similares foram relatadas no trabalho de Somacal et al. (2022).

Figura 1- Morfologia das microparticulas nos diferentes tratamentos. Ampliacéo de 400x em microscopio dptico.
A = microparticulas com L. acidophilus sem e 6leo (T2), B = microparticulas com L. acidophilus e 10% de 6leo
(T3), C =microparticulas com L. acidophilus e 15% de éleo (T4) e D = microparticulas com L. acidophilus e 20%
de 6leo (T5).

Segundo Lee & Heo, (2000), quanto maior forem as microparticulas, pode-se tornar

perceptivel ao paladar, para isso, sdo necessarias mais analises para confirmar. O tamanho das
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microparticulas € um importante parametro para avaliacdo sensorial e protecdo do material
encapsulado (Heidebach; Forst; Kulozik, 2009). Também, quanto maior a microparticulas,
melhor serd a protegdo dos probidticos e substancias aprisionadas no interior da céapsula
(Hansen et al., 2002).

As microparticulas de alginato podem variar seu tamanho, para Dong, (2022), o
tamanho médio de particula que variou de 42 um até aproximadamente 1000 um. Neste estudo,
os tamanhos de particula se situaram em seu tamanho médio, onde, as particulas produzidas
variaram de 206,33 um (T2) a 362,66 um (T5) de diametro.

Essa diferenca de tamanho das particulas é originaria da emulsdo, assim como
apresentou Hosseini et al. (2013), quanto maior a quantidade de 6leo, tem maior incorporagédo
de ar, assim, variando o tamanho. No presente trabalho foi possivel observar que a
microparticula contendo o maior teor de 6leo é a mesma que apresentou 0 maior tamanho de
particula, com isso, considerando a emulsdo, ha uma maior incorporacdo de ar e contribuindo
para o tamanho das microparticulas.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 2, observa-se que a técnica de gelificacdo
iGnica externa promoveu elevada eficiéncia de encapsulacdo (EE%) de Lactobacillus
acidophilus (89,29 a 98,68%) com diferencas significativas (p <0,05) e elevada eficiéncia de
encapsulacdo do 6leo de chia (97,44 a 99,01%).

As melhores eficiéncias de encapsulagdo do probidtico, foram observadas nos
tratamentos T5, T2, T4 e T3, com 98,68, 97,27, 92,50 e 89,29%, respetivamente. A alta
eficiéncia de encapsulacdo observada neste estudo pode ser devida a resisténcia natural do
microrganismo e as condi¢des de encapsulacdo, que foi realizada em temperatura ambiente
(25°C), sem uso de solventes organicos (Souza et al., 2012).

As melhores eficiéncias de encapsulacdo (EE%) do o6leo, foram observadas nos

tratamentos T4, T3, T5 e, com 99,01, 98,44 e 97,44%, respectivamente. Desta forma, 0s
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resultados assim como apresentado por Somacal et al. (2022), onde microencapsulou 6leo de
origem fungica pela metodologia de gelificacdo idnica, o tratamento com maior eficiéncia de
encapsulacdo € o que contém 15% de 6leo microbiolégico. Bem como foi observado no
presente trabalho, tanto quanto da autora citada acima, que ha um limiar de encapsulacdo em
torno de 20% de O6leo microencapsulado por gelificacdo ibnica, onde que acima dessa
porcentagem a eficiéncia tendera a diminuir. Entretanto, com a possibilidade de aumentar o teor
de material encapsulante, pode modificar o limiar e melhorar a eficiéncia, porém é necessario
a realizacdo de mais estudos.

A alta eficiéncia na encapsulacdo do 6leo foi descrito também no trabalho de Basyigit et
al. (2021), onde foram encontrados valores similares ao presente trabalho, porém menores na
microencapsulacéo de azeite de oliva extra virgem pela metodologia de spray-dryer, obtendo
valores de 88,15% a 97,71%, onde prova que a microencapsulacdo de 6leos tem promissora

eficiéncia.

Tabela 2- Tamanho médio das microparticulas e eficiéncia de encapsulacdo do probiético e
6leo

Tratamentos Tamanho médio de particula EE. %.) EE %
(nm) Probidtico Bleo
T2 206,33 + 6,65 97,27 +0,12° -
T3 272,33 £2,08° 89,29 + 0,181 98,37 +0,25"
T4 328,67+ 2,08° 92,50 + 0,06° 99,01 + 0,45*
T5 362,66 + 0,572 98,68 + 0,03 97,44 £0,18°

Meédias seguidas de diferentes letras mintsculas diferem estatisticamente na coluna (teste de Tukey, p <0,05). T
= microparticulas com L. acidophilus, Ts= microparticulas com L. acidophilus com 10% de dleo, T4=

microparticulas com L. acidophilus com 15% de 6leo e Ts= microparticulas com L. acidophilus com 20% de 6leo.

3.2 Avaliacéo da viabilidade do L. acidophilus microencapsulado com 6leo de chia, frente as condigdes

de armazenamento
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A viabilidade dos probidticos € um parametro de extrema importancia para constatar que
tera colonizacgdo intestinal e competir com bactérias patogénicas, e ter a atua¢do positiva no
intestino humano, para isso é necessario que a contagem probiotica viavel seja superior, ou
aproximado a 6,00 log UFC/g (Yoha et al., 2022).

Com esse fato, a viabilidade do probiético microencapsulado em 25°C representada na
Figura 2 (A) , foi superior nos tratamentos T5, T1, T3 e T4, em ordem decrescente de
viabilidade, mantendo a sobrevivéncia das células por 90 dias de armazenamento, somente 0
tratamento T2 foi inferior aos demais tratamentos durante todo o periodo de armazenamento,
deste modo, perdendo sua viabilidade em aproximadamente 75 dias. Em um trabalho da
literatura, os resultados obtidos séo similares a este estudo, segundo os autores Samedi &
Charles, (2019), foi realizada a avaliacdo da viabilidade durante o periodo de armazenamento
de bactérias probidticas a 25°C por 90 dias, resultando na viabilidade acima de 6,00 log UFC/g
de cultura probidtica no armazenamento em temperatura ambiente. De mesma forma,
corroborando com o presente estudo, a autora Etchepare et al. (2016), microencapsulou
Lactobacillus acidophilus por gelificacdo ibnica, os probiéticos mantiveram alta viabilidade na
temperatura a 25°C, sendo superior as demais temperaturas testadas.

No armazenamento de em 7°C representado na Figura 2 (B) os tratamentos T4, T3 e T5,
ou seja, as capsulas com 6leo, mantiveram a viabilidade dos microrganismos até o final do
tempo de armazenamento, mas ja os tratamentos T1 e T2, perderam a viabilidade nos dias 60 e
75 respectivamente do tempo de armazenamento. Este resultado apresentado foi similar ao
trabalho de Poletto et al. (2019), onde microencapsulou Lactobacillus acidophilus juntamente
com diferentes fontes prebioticas por meio a gelificacdo i6nica externa e alcancou viabilidade
na temperatura de refrigeracdo além dos 90 dias de armazenamento.

Em relacdo ao armazenamento em -18°C, na temperatura de congelamento, o tratamento

que melhor manteve a viabilidade do probiotico foi o T2, sendo superior aos demais
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tratamentos, onde o T1 e T3 obtiveram os menores valores logaritmicos ao final dos 90 dias de
armazenamento como apresentado na Figura 2 (C). A literatura aborda que a temperatura de
congelamento geralmente mantém a viabilidade dos probidticos microencapsulados, entretanto
a viabilidade pode ser reduzida caso o congelamento seja lento, acarretando na formagéo de
grandes cristais de gelo, desestruturando a parede da capsula, com isso, reduzindo sua
capacidade protetora, além de danificar as células probioticas e com esses fatores levam a
eliminacgdo ou reducdo da contagem bacteriana viavel (Marques da Silva et al., 2018, Campos-
Espinoza, Castafio-Agudelo, & Rodriguez-Llamazares, 2022)

Portanto, pelos resultados obtidos nas temperaturas ambiente 25°C e de refrigeracdo 7°C, a
observagdo do comportamento dos tratamentos T3, T4 e T5, € perceptivel pelos dados
apresentados na Figura 2 (A e B) , que o 6leo possivelmente atuou positivamente na protecao e
viabilidade dos probiéticos durante o armazenamento, pois se mantiveram com contagem
microbioldgica acima de 6,00 log UFC/g, representando bom resultado ao minimo exigido para
uma atuacao positiva ao intestino (Yoha et al., 2022). Além do mais, o presente achado, se
revelou ser superior aos relatos da literatura, como o trabalho de Paula et al. (2019), onde foi
relatado a perda da viabilidade de aos 25 dias na temperatura de 25°C, e por Shahmoradi et
al., (2023), que co-encapsulou Lactobacillus acidophilus, selénio e mucilagem de semente de
manjericdo, onde verificou a perda da viabilidade nas temperaturas de refrigeracdo e ambiente
em 14 e 21 dias, respectivamente. Entretanto, Da silva et al. (2023), obteve viabilidade durante
0 armazenamento de 120 dias, utilizando microparticulas contendo L. acidophilus nas

temperaturas de 25°C e 5°C, assim como o presente trabalho.

3.3 Avaliacdo da estabilidade lipidica do éleo de chia livre e microencapsulado, frente ao
armazenamento

Primeiramente, os valores iniciais de peréxidos foram relativamente altos para inicio de
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analise, porém, o Gleo utilizado advém comercialmente, onde na industria alguns parametros
como a temperatura de torra das sementes, pode influenciar diretamente na oxidacdo lipidica e
além disso o processo de envase, transporte e armazenamento inadequado podem prejudicar a
estabilidade do 6leo, assim, explica-se o valor inicial da anélise (Ghafoor et al., 2020).

O valor de perdxido é um parametro representativo que mede a oxidacdo em 6leos através dos
produtos de oxidacdo priméria, os hidroperéxidos de acidos graxos (ROOH) segundo
Longobardi et al. (2021).

Na analise de perdxidos, foi observado que como os dados apresentados na Figura 2 D,
E, e F, onde, de mesmo modo que a microencapsulacao alcancou a protecdo dos probi6ticos,
no 6leo teve 0 mesmo efeito, pois, os tratamentos de 6leo microencapsulado, T3, T4 e T5,
permaneceram mais estaveis em relacdo ao controle (TO) durante os 90 dias de armazenamento
nas temperaturas 25°C , 7°C e -18°C.

Os valores mais elevados de hidroperdxidos foram encontrados em temperatura
ambiente 25°C de armazenamento, Figura 2 (D), sendo os tratamento TO (controle) e T3,
apresentando os maiores niveis de oxidacao lipidica, resultado similar ao trabalho de Somacal
et al. (2022), que ja havia observado uma elevada oxidacgdo lipidica no 6leo microbioldgico
microencapsulado e no 6leo livre armazenados a 25°C em relacdo a temperatura de refrigeracéo.
Porém, na temperatura de armazenamento de -18°C, o T3 foi o tratamento com 0 menor valor
de oxidag&o nos 90 dias de armazenamento, o resultado representado na Figura 2 (F), presume-
se que obteve menores valores na oxidacgéo lipidica pelo fato de a menor temperatura reduzir
as atividade da oxidacao dos componentes do 6leo (Soyer et al., 2010). Na temperatura de 7°C,
os tratamentos com o 6leo microencapsulado obtiveram valores de perdxidos abaixo do controle
(T0), o menor valor comparado a todos os tratamentos € do T4, contudo s6 foi possivel a
observacao apos 60 dias de armazenamento, resultado apresentado na Figura 2 (E).

No presente estudo, os resultados foram similares ao trabalho de Copado, Julio, Diehl,
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Ixtaina, & Tomas, (2021), onde microencapsularam 6leo de chia, e obteve em seus resultados
que o Oleo na forma livre atingiu niveis superiores de peroxidacdo ao final do tempo de
armazenamento de 90 dias, aproximadamente 18,99 meq de peroxido/kg de 6leo, em relacdo
aos tratamentos microencapsulados Neste estudo, foi encontrado resultados similares a
literatura atual, como os trabalhos de Us-Medina et al. (2018), onde foi encapsulado 6leo de
chia pela metodologia de spray-dryer, avaliando diferentes camadas a parede das microcasulas
para protecdo a oxidacgdo lipidica, sendo a microencapsulacao eficiente contra o processo de
oxidacdo, no trabalho de Mu et al. (2022), encapsularam 6leo de alga microencapsulado por
coacervacao e foi observado que o 6leo microencapsulado manteve o baixo valor de oxidacao
lipidica comparado com o 6leo livre, e por fim o trabalho de Ganan et al. (2020), que
microencapsulou 6leo de chia em microparticulas de proteina de soja e foi avaliado a
estabilidade oxidativa durante o periodo de armazenamento, analisando os valores de
hidroperoxidos em diferentes tempos de armazenamento, observou-se um aumento de
hidroperoxidos para 6leo livre, ademais, o 6leo encapsulado se manteve constantemente em
valores inferiores de oxidag&o relacionados ao 6leo livre. Sendo assim, os resultados confirmam
0 achado em que mostrou o poder de protecdo da microencapsulacdo na estabilidade lipidica
do 6leo.
Além disso, por se tratar de uma emulsédo, ha presenca de ar dentro das capsulas, logo, é
um fator que contribuiu para a oxidacao lipidica no interior das microparticulas.
Um ponto consideravel a ser abordado € que ao valor mais elevado de peroxidos
encontrado durante o armazenamento, do presente trabalho ndo ultrapassou os 15 meq/kg de
6leo, onde € o limite recomendado estabelecido pelo Codex Alimentarius para 0 consumo deste

tipo de oleo. (Codex Alimentarius, Fats, Oils and Related Products, 2001).
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Figura 2 - Viabilidade e estabilidade de L. acidophilus e do 6leo microencapsulados ao armazenamento.
To= 6leo na forma livre T1= cultura celular na forma livre de L. acidophilus, T, = microparticulas com L.
acidophilus sem e 6leo, Ts= microparticulas com L. acidophilus com 10% de 6leo, T4= microparticulas com L.
acidophilus com 15% de 6leo e Ts= microparticulas com L. acidophilus com 20% de éleo

3.4 Avaliacéo da resisténcia do L. acidophilus co-encapsulado e livre ao tratamento térmico
A resisténcia térmica das substancias microencapsuladas foi testada, a fim de verificar a
sua aplicacdo em alimentos que necessitam de tratamento térmico prévio no processamento.

Os probioticos livres e microencapsulados passaram pela simulagdo dos processos
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de pasteurizacdo rapida e lenta (72 £ 1 °C por 15 s e 63 + 1 °C por 30 min, respectivamente)
para avaliar os efeitos protetores das microparticulas contra altas temperaturas, uma vez que
esses processos sdo utilizados como etapa fundamental na producéo de diversos alimentos e
bebidas. Assim, a resisténcia ao tratamento térmico a 72 £ 1 °C por 15 s simulado do L.
acidophilus na condicdo microencapsulada com 6leo (T3, T4 e T5) se mostraram mais
eficientes do que os tratamentos microencapsulado sem 0leo (T2) e a cultura livre (T1),
destacando o tratamento T5 que obteve a maior viabilidade de aproximadamente 8,58 log
UFC/g, seguido pelo tratamento T4 com 8,35 log UFC/g, resultados apresentados da Figura 3
(A). De mesma maneira que a condicdo anterior, a avaliacdo a 63 + 1 °C por 30 min 0s
tratamentos que estdo o probidtico e o 6leo obtiveram os melhores resultados, sendo o
tratamento T5, novamente, com a maior viabilidade 6,57 log UFC/g, seguido pelo tratamento
T3 com 6,43 log UFC/g, resultados apresentados da Figura 3 (B). Ao encontro dos achados do
presente estudo, o trabalho de Wang et al. (2019) relataram que Lactiplantibacilluspentosus foi
capaz de sobreviver por 30 min a 65 °C encapsulado com um revestimento duplo de quitosana
e fitato de sddio.

Em ambos testes é possivel observar que a cultura livre T1 e a particula somente com a
bactéria T2, obtiveram valores menores que o considerado ideal para a viabilidade de
aproximadamente 6 log UFC/g relatado por Yoha et al. (2022). Os promissores resultados séo
comparados com o trabalho de Angélica et al. (2020), onde microencapsulou L. acidophilus
pela técnica de gelificacdo ibnica externa com quitosana e foi submetido ao estresse térmico e
observou que o probidtico microencapsulado manteve a viabilidade em relacdo a cultura livre.
Percebe-se que, os resultados obtidos para este teste estdo diretamente relacionados a
concentracéo de 6leo dentro da microparticula. Corroborando com isso, o tratamento T5 revelou
superioridade na protecdo de ambos de forma geral. Presume-se que, a presenca do Gleo

absorveu parte da energia térmica empregado no teste, minimizando o choque-térmico e deste
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modo protegendo os probidticos do estresse térmico (Costa et al., 2009, Liu et al., 2015).
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Figura 3.- Viabilidade do L. acidophilus microencapsulados e livres na simulagdo ao tratamento térmico, onde, a
diferenca estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) entre os tratamentos € representada por diferentes letras. T;=
cultura celular na forma livre de L. acidophilus, T, = microparticulas com L. acidophilus sem e éleo, Ts=
microparticulas com L. acidophilus com 10% de 6leo, T4= microparticulas com L. acidophilus com 15% de dleo
e Ts= microparticulas com L. acidophilus com 20% de 6leo

3.5 Avaliacdo da resisténcia de L. acidophilus microencapsulados e livres em condigdes
gastrointestinais simuladas
O potencial de hidrogénio (pH) é um fator crucial que pode limitar a taxa de
sobrevivéncia e consequentemente a viabilidade dos probidticos, especialmente em valores
baixos (Sathyabama et al., 2014). O resultado da contagem de células viaveis de L.
acidophilus livres e nos diferentes tratamentos microencapsulados com e sem Oleo
relacionado as condig¢des simuladas do sistema digestivo esta descrito na Figura 4.
Ao iniciar a simulacdo gastrointestinal, o tratamento T1 apresentou alta contagem,
de aproximadamente 8,00 log UFC g e o tratamento T2 apresentou um elevado resultado
préximo a 6,00 log UFC g, os demais tratamentos T3, T4 e T5 apresentaram 0s menores

resultados na primeira etapa do teste simulando o estémago chegando ao pH 2 apds 90
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minutos. Os baixos valores de contagem microldgica relacionando os tratamentos das
microparticulas com probi6tico mais o 6leo com a cultura livre ndo se deve a perda da
viabilidade, mas sim, a ndo ruptura das particulas que poderia liberar os microrganismos no
estbmago (Raddatz et al., 2020).

Apobs 0s 90 minutos de permanéncia na simulacdo do estdmago, iniciou a fase da
passagem pelo duodeno, sendo elevado o pH até 5 onde cada amostra permaneceu por 20
minutos. Onde, foi perceptivel a reducdo da célula livre (T1) para aproximadamente 4,02 log
UFCl/g, ja o tratamento T2 aumentou para 6,62 log UFC/g, havendo a possibilidade de ter
ocorrido o rompimento parcial das capsulas, onde o trabalho de Deus et al. (2023), relata que
no teste de resisténcia gastrica, no momento do duodeno pode ocorrer rompimento parcial
das capsulas. Os demais tratamentos, T3, T4 e T5 mantiveram estaveis durante a simulacéo
do duodeno, com aproximadamente 4,20 log UFC/g.

Por altimo, na fase simulada do ileo, foi ajustado o pH 6,5, onde a célula livre (T1),
reduziu ainda mais sua viabilidade comparada com as outras etapas, com aproximadamente
3,87 log UFC/g, o tratamento T2 teve um aumento na contagem de aproximadamente 7,00
log UFC/g, e os tratamentos T3, T4 e T5 obtiveram aproximadamente 7,00 log UFC/g, 7,29
log UFC/g e 7,51 log UFC/g respectivamente, sendo observado o aumento da contagem
microbioldgica advindo do rompimento completo das particulas.

Portanto, assim como os resultados promissores do presente trabalho, encontram-se
superiores ao encontrado da literatura, onde o autor Shahmoradi et al. (2023), descreve que
durante o teste em condigdes gastrointestinais simuladas, houve uma reducéo da viabilidade
do L. acidophilus na forma livre, chegando ai final dos 90 minutos representando o estdmago
com aproximadamente 2,50 log UFC/g, contudo, o L. acidophilus microencapsulado
manteve a viabilidade até o intestino e chegando ao final do teste com 4,06 log UFC/g.

Entretanto, o trabalho de Sekhavatizadeh, Afrasiabi, & Montaseri, (2023), obteve uma taxa
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de sobrevivéncia de 48,43% para o L. acidophilus microencapsulado e para o L. acidophilus
na forma livre a taxa de sobrevivéncia foi inferior, sendo 30,57%, com isso a
microencapsulacdo potencializou a protegdo probidtica pela diferenca na taxa de

sobrevivéncia, ratificando os resultados do presente estudo.
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Figura 4 - Viabilidade do L. acidophilus microencapsulados e livres na simulagdo do sistema digestivo, onde, a
diferenca estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) entre as diferentes etapas do sistema digestivo por diferentes
letras maidsculas e minudsculas a diferenga entre os tratamentos. Ti= cultura celular na forma livre de L.
acidophilus, T2 = microparticulas com L. acidophilus sem e éleo, Ts= microparticulas com L. acidophilus com
10% de 6leo, T4= microparticulas com L. acidophilus com 15% de 6leo e Ts= microparticulas com L.
acidophilus com 20% de 6leo

3.6 Avaliacdo do perfil lipidico ao longo do tempo e condi¢Ges de armazenamento

Para avaliar o comportamento dos acidos graxos, foi investigado a interferéncia do
armazenamento nas temperaturas de 7°C e -18°C, no perfil lipidico durante os 90 dias de
armazenamento, com verificacdo nos dias 1, 60 e 90, sendo avaliado aumento ou reducao dos
valores considerando os tempos iniciais e finais com diferenca estatistica. Os valores a serem
discutidos estdo presentes na Tabela 3.

Neste estudo, foi encontrado 5 picos cromatograficos majoritarios do total de acidos
graxos identificados no controle e nas microparticulas, sendo eles o acido palmitico (16:0),

acido esteérico (18:0), acido oleico (18:1 n-9), acido linoleico (18:2 n-6) e a-acido linolénico
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(18:3 n-3). Formando aproximadamente 98% da composicdo total em teor de acidos graxos no
controle e nas microparticulas.

Para a discussdo destes resultados foi optado pelos trés principais acidos graxos
encontrados em maior quantidade nas amostras, sendo eles o acido graxo acido oleico, acido
linoleico, a-acido linolénico, pois além de terem valores superiores aos demais, sdo fontes de
omega 9, dmega 6 e dmega 3 respectivamente (Cruz-Tirado et al., 2021, Rodriguez, et al., 2023,
Romano et al., 2021).

Primeiramente, o &cido graxo oleico (18:1 n-9) ao final do tempo de armazenamento
apresentou valores aproximados em todos os tratamentos, sendo eles na temperatura de 7°C,
TO=23,81%, T3=24,83%, T4=24,24% e T5= 24,94%, e em -18°C, T0= 24,32%, T3= 24,23%,
T4=23,58% e T5=23,74%. Os valores encontrados no presente trabalho mantiveram superiores
aos valores encontrados na literatura atual, como no trabalho de Anand et al. (2024), onde
microencapsularam dleo de semente de chia por liofilizacdo, e foi encontrado teor de &cido
oleico aproximado de 13,20% no 6leo microencapsulado.

Em relacdo ao acido graxo linoleico (18:2 n-6), os valores obtidos ao final do tempo de
armazenamento foram aproximados em todos os tratamentos, os valores encontrados foram, na
temperatura de 7°C, TO= 19,50%, T3= 19,74%, T4=19,82% e T5= 19,96%, e em -18°C, TO=
19,51%, T3= 19,64%, T4= 19,53% e T5= 19,67%. Os resultados de Oteri et al. (2022), onde
caracterizaram os acidos graxos presentes no 6leo de chia, demonstraram um valor encontrado
para o acido graxo linoleico de aproximadamente 19,23%, sendo assim, similar aos resultados
do presente trabalho.

Em destaque, o elemento principal da analise é o acido graxo a-acido linolénico (18:3 n-
3), pois, € o precursor de dmega-3 vegetal, onde assumiu porcentagens menores que na
literatura segundo o trabalho de Martinez et al. (2015), onde foi encontrado aproximadamente

61,8% de a-acido linolénico em oleo de chia, contudo, do total de picos encontrados no presente
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estudo, foi o que prevaleceu tendo variado seu teor de aproximadamente 42,64 — 44,36%,
englobando todos os tratamentos. Ao final do tempo de armazenamento, foi encontrado 0s
valores aproximados em 7°C, TO= 44,35%, T3= 42,71%, T4= 43,36% e T5= 42,64%, e em -
18°C, TO=43,32%, T3=43,27%, T4=44,24% e T5=43,97%. Em relacdo aos teores de a-acido
linolénico, os resultados do presente trabalho ao final do tempo de armazenamento s&o similares
ao encontrado por Gafan et al. (2020), que microencapsulou 6leo de chia por impregnacéao
supercritica assistida por CO2 e encontrou no tempo 90 dias de armazenamento
aproximadamente 47,30%.

Ao observar os valores na Tabela 3, ha variagdes estatisticamente significativas dos
acidos graxos nos diferentes tratamentos, entretanto, ambos se mantiveram proximos aos
valores de controle (TO) nas duas temperaturas testadas, sendo assim, as microparticulas néo
interferiram nos valores de acidos graxos. Ademais, esses aumentos e diminui¢des podem ser
variaveis oriundas no processo para a analise, pois o 6leo passa pelo processo de extragdo,
esterificacdo e injecdo no equipamento, deste modo, contribuindo por variar os resultados,

entretanto, os valores se mantiveram proximos sem grandes discrepancias (Imran et al. 2016).
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7°C -18°C
Tratamentos
Substancia Dias T0 T3 T4 T5 T0 T3 T4 T5
o180 1 8,08+ 0,624  843+042%  7.85+104% 764+ 0,437 7,8740,114 8,81+0,6742 8,88+0,38% 8,49+0 54
acido palmitico

60 7.55+0,79B%  008+0,27  9,05+0,12/2 9,23+0,33% 7,520,518 9,66+0,13%2 9,710,274 9,530,894

90 6,3440,03%  6,24+0,11A°  6,44+0,05% 6,21+0,23A¢ 6,25+0,16" 6,28+0,052 6,48+0,25R 6,35+0,074

o180 1 524+0,31%  564+028%  565+0,25% 5,00+0,10%2 5,210,044 5,59+0,05 5,16+0,70% 5,600,112

acido estearico

60 49040,00%  450+028%  427+023%  4,64+0,09° 7,89+0,0242 4,26+0,12% 4,46+0,16% 4,4140 240

90 4,83+0,06%  510+0,34% 5 00+0,10% 5,00+0,09%2 5,340,252 6,28+0,05%2 5,00+0,08%2 5,030,264

;g(}o“o?eféz 1 22,84+025%  2233+054  2331+0,0% 23 01+0,67A 22,75+0,35% 22214053  22,23+0,38" 22 53+0,594
60 23,6540,117%  22,84+0.49% 22 77+0,47°%¢ 23 14+0,417 23.80+0,38% 221040558  22,32+0,308 22 69+0 45ABa

) 23,81+0,24%  24,83+0,20%  24,24+0,20°0 24 04+0 047 243240537  2423+034  2358+0,07%2 23744045

acllgozl?nglgllio 1 18,260,882  18,12+0,22%°  17,8040,73" 18744046 18,760,272  17,054027Ab  18.44+0,18%°  18,22+0,15%
60 19,50+0,04%  18,20+40,3580  18,60+0,05B® 18 77+0,69°B 1948+0,05%  10,23+0,34 18,700,437  18,99+0,74A

90 19,5040,14%0  1974+017%%  19,82+0,06%  19,96+0,06" 19,5140,29%  19,64+0,04%2  1953+0,19%  19,67+0,05%

18;&:&3 1 43,460,117  43,18+0,46%  4300+0,56%  43,14+0,09% 4314+0,10%  4310+0,07%  42,98+025A°  43,12+0,03%

a_

linolénico 60 43,2440 477¢  4325+0,13%  4331+0,36%  43,11+0,32° 432240147  4360+0,77%%  42,914034%  4305+0,17°
90 4435400470 4271405852  43,3620,40°B2  42,64+0,0382 433240377  4327+0,60%  44,24+016%  43,97+0,66"

Tabela 3 - Perfil lipidico majoritario encontrado no 6leo de chia livre e microencapsulado onde a diferenca estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) entre os tratamentos é
representada pelas diferentes letras maitsculas e letras mintsculas diferentes representam a diferenga entre os dias de armazenamento nas respectivas temperaturas. To = 6leo
na forma livre sem microencapsular, Ts= microparticulas com L. acidophilus com 10% de 6leo, T4= microparticulas com L. acidophilus com 15% de 6leo e Ts= microparticulas

com L. acidophilus com 20% de dleo.
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4 Conclusao

A microencapsulacdo de L. acidophilus com 6leo de chia se mostrou uma excelente
alternativa de protecdo das substancias para a maior e melhor entrega ao consumidor. O 6leo
de chia foi inserido com éxito nas microparticulas e ajudou a manter a viabilidade dos
probioticos. Na avaliagdo da viabilidade de ambas as substancias, os tratamentos envolvendo
a microencapsulagéo do probiotico juntamente com o 6leo apresentaram resultados excelentes
e promissores. Em relagdo a temperatura ideal de armazenamento que atenda as necessidades
de protecdo de ambas substancias, o ideal é o intermediério, pois, em relacdo ao probiotico, a
melhor temperatura de armazenamento foi a 25°C, ja para a estabilidade lipidica os melhores
resultados foram em -18°C, porém, em ambos testes a temperatura de refrigeragdo 7°C se fez
presente como resultados favoraveis, sendo aptos a incorporacdo de alimentos que sejam
armazenados sob refrigeracdo, sugerindo a aplicacdo das microparticulas em bebidas,
manteigas, antepastos, requeijao, entre outros alimentos refrigerados. E importante ressaltar
que os resultados relacionados aos tratamentos envolvendo a microencapsulagédo do
Lactobacillus acidophilus e 6leo de chia, obtiveram os melhores resultados no tratamento
térmico e no comportamento a digestdo gastrointestinal simulada, protegendo assim, a
viabilidade da bactéria probiotica. O perfil lipidico do 6leo microencapsulado permaneceu
estavel na maioria dos acidos graxos. Entre os tratamentos avaliados o T5 (com 20% de 6leo)
ndo obteve a maior eficiéncia de encapsulacdo do 6leo, entretanto, ao restante das analises se
destacou aos demais resultados, apresentando melhores resultados, sendo um ponto positivo a
ser estudado futuramente. Comprova-se que, 0s resultados das analises aqui apresentados,
colabora com estudos ja descritos na literatura, bem como, com novos estudos sobre a temética

que assim se faz necessario.
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3 CONCLUSAO GERAL

A microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus juntamente com as diferentes
concentracfes de 6leo, mostrou-se viavel para a protecdo das substancias encapsuladas. As
microparticulas com 06leo obtiveram os tamanhos de particula pouco superior a literatura,
porém, ndo é possivel afirmar que interfira na aplicacdo em alimentos. Além disso, obtiveram
boa eficiéncia, sendo o valor similar ao encontrado na literatura. J& em relagcdo ao 6leo a
eficiéncia se mostrou superior aos resultados que sdo encontrados na literatura. Durante o
armazenamento nas diferentes condig¢des de temperaturas, foi assegurado como promissora para
viabilidade do Lactobacillus acidophilus a temperatura a 25°C, pois manteve alta viabilidade
dos probidticos seguido por 7°C. Em relacéo a viabilidade do dleo perante o armazenamento
nas diferentes temperaturas, a -18°C manteve a atividade oxidativa reduzida, seguida pela
temperatura de 7°C. Os tratamentos ao serem expostos em temperaturas que simulam
pasteurizagdo rapida e lenta apresentaram resultados promissores, principalmente os
tratamentos co-encapsulados, onde nas duas situagdes mantiveram a viabilidade dos
probidticos. As microparticulas co-encapsuladas apresentaram 6timos resultados a passagem
ao sistema gastrointestinal simulado, onde, durante o teste foi observado que a microparticula
foi resistente as variacdes do meio, chegando ao final do teste com alta viabilidade probiotica
como o desejado. Em relagdo ao perfil lipidico foi constatado a presenca predominante de cinco
acidos graxos, sendo eles o &cido palmitico (16:0), &cido estearico (18:0), &cido oleico (18:1 n-
9), acido linoleico (18:2 n-6), a-acido linolénico (18:3 n-3), formando aproximadamente 98%
de todos os &cidos graxos encontrados e ao serem submetidas as condi¢des de armazenamento,
ndo houve alteracbes no comportamento lipidico. Portanto, por meio dos resultados obtidos no
presente estudo, a melhor temperatura de armazenamento é a 7°C, pois atingiu resultados
favoraveis para viabilizar ambas substancias, e ademais, o Lactobacillus acidophilus provou

ser viavel nos testes submetidos, corroborando a capacidade da microparticula de protecéo, e o
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6leo em diversos momentos foi um diferencial para a qualidade do comportamento
microbiol6gico nos testes realizados. Além disso, entre os tratamentos avaliados, o tratamento
T5 (com 20% de 6leo) ndo obteve a maior eficiéncia de encapsulacdo do 6leo, contudo, nas
anélises se destacou aos demais, apresentando superioridade, sendo um ponto positivo a ser

estudado futuramente.
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