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Resumo

FIORAVANTE, Julia Borin. Probiético Lactobacillus acidophillus ATCC 4356
preservado em microcapsula de xantana e silica pirogénica. Tese. Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Os probidticos sao definidos como micro-organismos Vvivos que, quando
administrados em quantidades adequadas afetam positivamente a saude do
hospedeiro. O agente encapsulante influéncia nas caracteristicas fisicas da
microcapsula e na viabilidade do probidtico. A xantana tem sido utilizada como
encapsulante, normalmente em associacdo com outros polimeros. Na técnica de
secagem em spray-driyer a viscosidade elevada dos polimeros € um fator negativo,
gue reduz a qualidade e o rendimento dos pds; assim como a temperatura elevada,
gue reduz a viabilidade dos micro-organismos no material obtido. A correta selecao
e combinacdo do agente encapsulante com dispersantes e termo e o0s
osmoprotetores aumenta a qualidade e a viabilidade das microcapsulas probiéticas
para diferentes aplicacdes. esenvolver microcapsulas, por secagem em spray-driyer,
eficientes na protecdo de probidticos para posterior aplicacdo em um gelado
comestivel. Associacfes de xantana pruni de baixa viscosidade e silica pirogénica
(aerosil®), adicionadas de glicerol foram utilizadas para obtencdo de microcapsulas
de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 pelo método de secagem em spray-driyer.
As concentracOes de xantana e aerosil foram definidas por Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) fatorial 22, completo, com 3 pontos fatoriais (+1),
triplicata no ponto central e 4 pontos axiais (+1,41), totalizando 11 ensaios. As
microcapsulas obtidas foram armazenadas em trés condicbes (ambiente,
refrigeragdo e congelamento) e avaliadas por até os 120 dias. Foram realizadas
analises morfoldgicas, fisicas e de viabilidade. As concentracdes de xantana pruni e
de aerosil tiveram menor influéncia sobre a viabilidade da microcapsulas do que o
método e tempo de armazenamento. Combinacdes de concentracbes de xantana
pruni de baixa viscosidade de 1,25 a 2,31 % com aerosil de 0,5 a 1,25 resultaram as
maiores eficiéncias de encapsulamento. Obteve-se eficiéncia de encapsulagao
média de 75 %, coerente com dados da literatura. As microcapsulas armazenadas
sob temperatura ambiente, se mantiveram viaveis até 90 dias de armazenamento,
com concentracdes de até 5,99 Log UFC.g*. J4 as microcapsulas armazenadas sob
refrigeracdo mantiveram viabilidade (5,78 Log UFC.g?) até o final da avaliacdo, em
120 dias; o mesmo ocorreu com as microcapsulas sob congelamento, com
concentracdes finais de até 6,03 Log UFC.gl. Verificou-se por microscopia
eletrbnica de varredura formas esféricas, ligeiramente achatadas e com tamanho
médio de 6 a 10 um. As mesmas foram aplicadas em gelado comestivel de mirtilo, o
mesmo foi sensorialmente aceitos e preservaram a sua propriedade probiotica
durante armazenamento. Portanto, com a metodologia utilizada foi possivel obter-se
microcépsulas probidticas de L. acidophillus ATCC 4356 aptas a serem utilizadas em
produtos alimenticios.

Palavras-chave: microencapsulacdo, alimentos funcionais, composto bioativo,

Biopolimeros.



Abstract

FIORAVANTE, Jualia Borin. Probiotic Lactobacillus acidophillus ATCC 4356
preserved in microcapsules of xanthan and pyrogenic silica. Tese. Post graduate
Program in Food Science and Technology. Federal University of Pelotas, Pelotas.

Probiotics are defined as living microorganisms that, when administered in adequate
amounts, positively affect the health of the host. The encapsulating agent influences
the physical characteristics of the microcapsule and the viability of the probiotic.
Xanthan has been used as an encapsulant, usually in association with other
polymers. In spray-driyer drying the high viscosity of the polymers is a negative factor
which reduces the quality and yield of the powders; as well as the elevated
temperature, which reduces the viability of microorganisms in the obtained material.
Correct selection and combination of encapsulating agent with dispersants and term
and osmoprotectants increases the quality and viability of probiotic microcapsules for
different applications. Development spray-driyer microcapsules that are effective in
protecting probiotics for later application in an edible ice cream. Associations of low
viscosity xanthan pruni and pyrogenic silica (aerosil®) added with glycerol were used
to obtain Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 microcapsules by spray-driyer drying
method. Xanthan and aerosil concentrations defined by a factorial 22 Central
Composite Rotational Design (DCCR), complete with 3 factorial points (+ 1), triplicate
at the central point and 4 axial points (x 1.41), totaling 11 trials. The obtained
microcapsules were stored under three conditions (environment, refrigeration and
freezing) and evaluated for up to 120 days. Morphological, physical and viability
analyzes were performed. Xanthan pruni and aerosil concentrations had less
influence on microcapsule viability than the method and storage time. Combinations
of low viscosity xantan pruni concentrations from 1.25 to 2.31% with aerosil from 0.5
to 1.25 resulted in the highest encapsulation efficiencies. An average encapsulation
efficiency of 75% was obtained, consistent with literature data. Microcapsules stored
at room temperature remained viable for up to 90 days of storage, with
concentrations up to 5.99 Log UFC.gl. Microcapsules stored under refrigeration
maintained viability (5.78 Log UFC.g') until the end of the evaluation, in 120 days;
The same was true for freezing microcapsules with final concentrations up to 6.03
Log UFC.g'. Scanning electron microscopy showed slightly flattened spherical
shapes with an average size of 6 to 10 um. They were applied in edible blueberry ice
cream; it was sensorially accepted and preserved their probiotic property during
storage. Therefore, with the methodology used it was possible to obtain probiotic
microcapsules of L. acidophillus ATCC 4356 suitable for use in food products.

Key words: microencapsulation, functional foods, bioactive compound, biopolymers.
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l.Introducéo geral

Os probidticos sdo definidos como micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, afetam positivamente a saude do
hospedeiro. Associam-se de modo benéfico a microbiota intestinal humana
causando efeitos microbiolégicos antagbnicos e a competicdo com micro-
organismos indesejaveis, e efeitos imunolégicos como prevencao e tratamento da
diarreia; sendo assim, ha evidéncias de seu potencial na prevencdo de doencgas, 0
gue tém incentivado a divulgacdo e o consumo desses produtos (FAO/WHO, 2006;
SAAD, 2006; SANDERS, 2016).

Dentre os probidticos, bactérias pertencentes ao género Lactobacillus, como
L. acidophillus, L. rhamnosus GG, Bifidobacterium e, em menor escala,
Enterococcus faecium, assim como a levedura Saccharomyces boulardii, séo
frequentemente empregadas como suplementos probibticos para alimentos, uma
vez essas bactérias tém sido isoladas de todas as porc¢fes do trato gastrointestinal
humano saudavel (DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010).

Tradicionalmente, probidticos tém sido incorporados em produtos lacteos,
entretanto, hA uma demanda por outros tipos de produtos probiéticos. Contudo,
determinados produtos podem constituir-se em auténticos desafios a viabilidade dos
micro-organismos probidticos (VINDEROLA et al.,2011). Tem-se buscado maneiras
de tornar a ingestdo ou a aplicacao de probidticos mais efetiva; em sua forma ampla,
a microencapsulacdo € uma das formas mais importantes de liberagédo controlada de
substancias e permite a melhor utilizacdo de alguns que de outra forma seria inviavel
(ANAL, SINGH, 2007; ESTEVINO et al., 2013).

Uma técnica que tem sido utilizada com sucesso para elaboracdo de
microcapsulas é a de secagem por spray-driying a qual se baseia no bombeamento
da solucao até o atomizador (spray-driyer), de onde é aspergida, na forma de névoa
de goticulas (spray), até a camara de secagem, compartimento onde ocorre a
secagem do solvente para, apés, as goticulas serem recolhidas no ciclone ou em
outro sistema de coleta de pé (SCOOTTITANTAWAT, 2005).

Na microencapsulacdo, a selecdo do material de parede ou revestimento
adequado € de importancia fundamental para o sucesso da técnica. A selecdo de
agente encapsulante influéncia nas caracteristicas da microcapsula obtida, sendo

este utilizado sozinho ou associado a outro (NAZZARO et al, 2012). As
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caracteristicas desejaveis nas capsulas dependem primariamente do material de
revestimento escolhido; no caso de probiodticos, a principal caracteristica da
microcapsula é manter viabilidade dos mesmos. Os materiais de revestimento ou
encapsulantes devem possuir caracteristicas especificas como a ndo interacdo com
a molécula ou célula do seu interior, permitir a formagdo de particulas com o
tamanho pretendido e propriedades fisicas e quimicas do ndcleo e da parede
adequadas a aplicacdo no produto final (CAl et al., 2000; AZEREDO,2005).

Diversos agentes, sendo eles encapsulantes ou adjuvantes, sédo utilizados,
como os amidos, amidos modificados, gomas (xantana, guar, carragena),
ciclodextrinas e proteinas (NAZZARO, et al.,2012). A xantana, em funcdo da sua
cadeia principal do tipo celulésica, possui elevada resisténcia a acidos e enzimas. A
mesma é utilizada em muitos produtos alimenticios como espessante, estabilizante e
encapsulante para os compostos aroméaticos, medicamentos e micro-organismos
(GARCIA-OCHOA, et al., 2000). Xantana pruni é a denominacéo utilizada para as
xantanas produzidas pelas Xanthomonas arboricolas pv pruni, e que possuem
composicao quimica diferenciada pela presenca do acucar ramnose (KLAIC, 2016).

Termoprotetores e osmoptotetores (também genericamente conhecidos como
crioprotetores) internos (que penetram na célula), como glicerol, o mais usado,
contribuem para aumentar a viabilidade frente aos processos de secagem
(PEREIRA; PETROVICK, 2010); e a utilizacdo de adjuvantes antiagregantes ou
dessecantes, como silica melhoram o desempenho fisico do processo e o aspecto
do p6 obtido (TRIBOLI et al,2014).

Em consonéancia as inovacfes técnico-cientifica da industria de alimentos, a
utilizacdo da microencapsulacao de probidticos € uma opcao viavel de preservacao

dos mesmos frente as condi¢des adversas do processamento e do préprio alimento.
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2. Hipotese

A utilizacdo de xantana pruni associada com silica pirogénica e glicerol
possibilita a elaboracdo de microcapsulas contendo Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 estaveis ao trato gastrointestinal e armazenamento e aplicacdo em gelado

comestivel.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Desenvolver microcapsulas, por secagem em spray-driyer, eficientes na

protecao de probidticos para posterior aplicacdo em um gelado comestivel.

3.2 Objetivos especificos

- Obter microcapsulas contendo probioticos viaveis;
- Caracterizar as microcdpsulas com relacéo as suas propriedades fisicas;

-Avaliar a influéncia do agente encapsulante e adjuvante sobre a viabilidade das
culturas probioticas durante o armazenamento por 120 dias em temperatura

ambiente, sob refrigeragédo e congelamento;

- Verificar a sobrevivéncia das bactérias probidticas microencapsuladas em

condi¢cOes gastrointestinais simuladas.

- Aplicar as microcapsulas em gelado comestivel de mirtilo.
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4. Revisdo Bibliogréfica

4.1 Probio6ticos e saude

As caracteristicas essenciais para uma cepa ser considerada probidtica séo:
ser reconhecida como segura ou GRAS (Generally Recognized As Safe), apresentar
viabilidade durante processamento e armazenamento, ter efeito antagonista frente a
patdégenos, ser tolerante a presenca e variacdes de acidez e a sais biliares, possuir
capacidade de aderéncia ao epitélio intestinal do hospedeiro (PAN et al., 2009),
assim como apresentar resisténcia frente as condicdes do sistema gastrointestinal
(amilases da cavidade oral, baixo pH do estdbmago, secrecdes biliares, suco
pancreatico excretado na regido duodenal, efeitos antimutagénicos e
anticarcinogénicos) para poder colonizar temporariamente o intestino (SAARELA et
al, 2000; HERNANDEZ-HERNANDEZ, 2012).

Os probioticos afetam o ecossistema intestinal estimulando os mecanismos
imunitarios da mucosa e estimulando os mecanismos ndo imunitérios através de um
antagonismo/concorréncia com o0s patogénicos potenciais. A modulacdo da
microbiota intestinal, por parte dos micro-organismos probiéticos, ocorre através de
um mecanismo denominado de exclusdo competitiva. Esse mecanismo impede a
colonizac&do da mucosa intestinal por micro-organismos potencialmente patogénicos,
pela competicdo por sitios de adesdo, por nutrientes e/ou da producdo de
compostos antimicrobianos (GUARNER; MALAGELADA, 2003; SAAD, 2006).
Estima-se que estes fenbmenos mediam a maioria dos efeitos benéficos, inclusive a
reducdo da incidéncia e gravidade da diarreia, que € um dos usos mais amplamente
reconhecidos dos probidticos (ALLEN et al; 2004; OMGE, 2012).

Segundo O'Toole e Cooney (2008), algumas das formas em que o0s
probidticos podem impactar sobre a composi¢cdo da microbiota é pela competicédo do
substrato disponivel e pela alteracdo da dindmica de utilizacdo dos carboidratos
pelos componentes individuais da microbiota. As bactérias probidticas também
podem ocasionar a reducdo do pH luminal, inibindo a competicdo por nutrientes e
prebidticos, exclusdo competitiva, reducdo da inflamacdo, estimulacdo do sistema
imune (SAARELA et al, 2000).
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Os requisitos funcionais para utilizacdo das cepas probidticas devem ser
estabelecidos utilizando-se de métodos in vitro, e os resultados desses estudos
devem ser refletidos nos beneficios in vivo (SAARELA et al, 2000).

Outro mecanismo de acdo dos probidticos € a ligagdo bacteriana nas células
do epitélio intestinal, embora esta nunca tenha sido observada in vivo; assim
ocorrendo, os probidticos poderiam competir com bactérias patogénicas por sitios de
ligacdo, prevenindo a colonizacdo do intestino por espécies bacterianas
potencialmente patogénicas, como Bacteroides vulgatus, Clostridium difficile,
Clostridium  histolyticum, Listeria monocytogenes, Salmonella choleraesuis,
Staphylococcus aureus e certas cepas de Escherichia coli (COLLADO;
MERILUOTO; SALMINEN, 2007; LIN et al., 2008). A exclusdo competitiva (Figura 1),
baseada na ligacdo dos mesmos sitios receptores glicoconjugados na superficie
epitelial, por probibticos e bactérias patogénicas, parece ser um dos mecanismos
fundamentais que explicam tais constatacbes (WOHLGEMUTH; LOH; BLAUT,
2010).

Patégenos

. \

Producdo de substancias Competicdo por nutrientes e

antimicrobianas:
bacteriocinas, dcido »
lactico e H202 \

receptores

7
/
Hy Microbiota normal

Probidticos

LPS
Peptideoglicano

“

Digestdo

Defesado
hospedeiro

Figura 1: A flora (microbiota) normal e os probioticos interatuam com o hospedeiro
em atividades metabdlicas e a funcdo imune e impedem a colonizacdo de micro-
organismos oportunistas e patdogenos

Fonte: OMGE (2008) adaptado.

A adesdo a superficies mucosas por micro-organismos probioticos € uma
importante habilidade para a colonizacdo do TGI (Trato Gastrointestinal) humano,
gue impede sua eliminacdo por peristaltismo e proporciona vantagem competitiva
sobre patogenos (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010). A funcéo de
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barreira da mucosa intestinal € um importante mecanismo de defesa, para a
manutencdo da integridade do epitélio e protecdo do organismo em relacdo ao
ambiente. Uma vez rompida essa barreira, antigenos de bactérias e alimentos
podem atingir a submucosa e induzir uma resposta inflamatoria, que pode resultar
em desordens intestinais como doengas inflamatérias (HOOPER et al., 2003;
SARTOR, 2006; WOHLGEMUTH; LOH; BLAUT, 2010). Acredita-se que esses
efeitos sejam mediados por uma ativacdo dos macréfagos, por um aumento nos
niveis de citocina, e da atividade das células destruidoras naturais (NK - natural
killer) e/ou dos niveis de imunoglobulinas. Importante salientar que os efeitos
positivos dos probidticos sobre o sistema imunolégico ocorrem sem o0
desencadeamento de uma resposta inflamatéria prejudicial (KOOP-HOOLIHAN,
2001).

A melhoria funcional da mucosa pode ser um importante mecanismo pelo qual
bactérias probidticas podem beneficiar a satde do hospedeiro (MEDDINGS, 2008;
NG et al.,2009), pois impacta na eficiéncia da invasdo de patégenos, na severidade
dos danos no tecido epitelial e no indice de liberacdo de nutrientes derivados do
hospedeiro. Também regula a resposta imune a partir de uma complexa interacdo
com o sistema imunolégico do hospedeiro, além de regular diferentes componentes
bacterianos, incluindo o DNA cromossdmico, componentes da parede celular e
metabolitos soluveis. Esses metabolitos podem alterar a permeabilidade epitelial,
inibir a cascata inflamatéria ou mediar a ativacdo/maturacéo/sobrevivéncia de
células dendriticas (O'TOOLE; COONEY, 2008; SAAD; BEDANI, MAMIZUKA, 2011).

Estudos apresentam a associagao entre as alteragdes na microbiota intestinal
e obesidade ou resisténcia a insulina (PETSCHOW, et al.; 2013). A microbiota
intestinal é considerada atualmente um “6rgao microbidético”, uma vez que o intestino
abriga de 10 a 100 trilhdes de micro-organismos. De acordo com Tsukumo (2009), a
composicdo da microbiota intestinal pode ser diferente em humanos magros e
obesos, 0 que levou a especulacdo de que essa possa participar na fisiopatologia da
obesidade.

Diferentes composi¢cdes da microbiota, especialmente relacionadas a
alimentacdo, podem aumentar a producao de citocinas pré-inflamatorias, alterando a
expressdo de genes do hospedeiro e induzindo um estado patogénico capaz de
facilitar o desenvolvimento de doencas cronicas nao transmissiveis (VIJAY-KUMAR,
et al; 2010).
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Cani e colaboradores (2007) descreveram estudos sobre 0s mecanismos
subjacentes a essa associacdo e, especificamente, o conceito de endotoxemia
metabolica, ou seja, um aumento nos niveis plasmaticos de lipopolissacarideos
(LPS) como um dos fatores desencadeantes que podem levar ao desenvolvimento
de inflamag&o metabdlica e resisténcia a insulina associada a obesidade.

Uma linha de investigacdo recente refere-se ao impacto que a microbiota
intestinal pode exercer no comportamento alimentar e no sistema nervoso central
(SNC), de modo a influenciar a regulacéo central do apetite e saciedade (MORAES,
et al, 2013). O intestino humano é capaz de digerir fibras dietéticas em grande parte
devido a sintese de enzimas pela microbiota. Tais enzimas permitem a
metabolizacdo de polissacarideos ndo digeriveis a monossacarideos e a acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente acetato, propionato e butirato. Esses
AGCC representam importante fonte de energia, de modo a favorecer a adiposidade
corporal. Além disso, difundem-se nas células de forma passiva ou por
transportadores da via do acido monocarboxilico e podem atuar como sinalizadores
celulares. Por outro lado, ha outros efeitos indiretos que podem influenciar a
motilidade intestinal e a producéo de hormdnios intestinais, apresentando papel na
regulacéo da saciedade (LE POUL, et al., 2003).

4.2 O género Lactobacillus

As bactérias do género Lactobacillus se apresentam na forma de bacilos ou
cocobacilos e, geralmente, sdo encontrados em pares ou em cadeias curtas com
tamanho tipico de 0,6-0,9 um de largura e 1,5-6,0 um de comprimento; s&o
anaerobios facultativos e acido-tolerantes, com pH 6timo de crescimento entre 5,5 e
6,2 (PRADO, 2007). Esse género tem a particularidade de ser pouco tolerante a
salinidade do meio e ser microaerofilico, com o crescimento em meio solido
favorecido por anaerobiose ou pressédo reduzida de oxigénio (FOOKS, GIBSON,
2002).

Originalmente, a taxonomia do género Lactobacillus foi baseada em
propriedades fenotipicas, sendo dividido por Orla-Jensen, em 1919, em trés
subgéneros - Thermobacterium, Streptobacterium e Betabacterium - de acordo com

sua temperatura de crescimento e a via metabdlica de fermentacdo das hexoses



19

(KLEIN et al., 1998; KHALID, 2014). Atualmente os lactobacilos podem ser divididos
em trés grupos baseados no produto final de sua fermentacdo: grupo 1)
obrigatoriamente homofermentativos, incluem aqueles que fermentam a glicose
exclusivamente em acido latico e ndo fermentam pentoses ou gliconato; sdo
exemplos L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus, L. crispatus, L. gasseri, etc.
Grupo 2) facultativamente heterofermentativos, incluem espécies que fermentam
hexoses em acido latico e podem produzir gas carbodnico a partir de gliconato, mas
ndo pela glicose; também fermentam pentoses por meio de uma fosfocetolase
induzida para produzir &cidos latico e acético; exemplos L. paracasei, L. curvatus, L.
plantarum, L. sakei, etc. Grupo 3) obrigatoriamente heterofermentativos, lactobacilos
gue fermentam hexoses em acido latico, acido acético e/ou etanol e didxido de
carbono, sendo que a producdo de gas carbbnico a partir da glicose é a
caracteristica marcante dessas bactérias; sdo exemplo: L. brevis, L. fermentum, L.
buchneri, L. reuteri, etc. (AXELSSON, 2004; BURITI; SAAD, 2007).

Os Lactobacillus se apresentam bastante heterogéneos, com o numero de
espécies sendo continuamente modificado devido a descricdo de novas espécies
e/ou reclassificacdo de outras (CAUFIELD et al., 2007). A espécie L. acidophillus
ATCC 4356 apresenta grande interesse, sendo a mais estudada deste género; tem
sido descrita como um bacilo circular, Gram-positivo, imével e ndo esporulante,
pertencente ao grupo dos homofermentativos obrigatérios com propriedades
acidificantes (2,7% de acido latico) e termofilicas (40-52°C) (DU PLESSIS et al.,
1996; SOUZA OLIVEIRA, 2009).

Nas diferentes por¢cdes do trato gastrointestinal (TGI), as bactérias acido-
lacticas de uma maneira geral, especialmente as de Lactobacillus, sdo normalmente
encontradas no trato gastrointestinal adulto. Sua distribuicdo pode ser visualizada na
figura 2, seu consumo via alimentacdo afeta diretamente a colonizagcdo no
hospedeiro (KLAENHAMMER et al., 2008; MALGANHA, 2010; JAFEREI; EBRAHIMI,
2011; TULUMOGLU et al. 2013).
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Figura 2: Distribuicdo dos Lactobacillus spp. nas por¢des do sistema gastrointestinal

humano.

Fonte: OZYURT; OTLES (2014); A.D.A.M.(2017) Adaptado.

4.3 Probi6ticos em alimentos funcionais

O uso dos alimentos como veiculo de promog¢éo do bem-estar e saude e, ao
mesmo tempo, como redutor dos riscos de algumas doencgas, tem incentivado as
pesquisas de novos componentes naturais e o desenvolvimento de novos
ingredientes, possibilitando a inovacdo em produtos alimenticios e a criacdo de
novos nichos de mercado (THAMER, PENNA; 2006). O objetivo priméario dos
alimentos funcionais € melhorar, manter e reforcar a saude dos consumidores via
alimentacéo (OLIVEIRA; et al.; 2002).

A crescente preocupacao por uma alimentacdo saudavel que, além de nutrir,
promova a saude, coloca alguns alimentos e ingredientes funcionais na lista de
preferéncia de um numero cada vez maior de consumidores. Os alimentos
funcionais sdo uma parte importante do bem-estar, no qual também se incluem uma
dieta equilibrada e atividade fisica (STRINGHETA, et al., 2007).

Sanders (2016) salienta que o aumento da procura por alimentos funcionais
probidticos deve-se pela modificagdo do estilo de vida da populagdo, maior

consciéncia dos consumidores que optam por prevenir ao invés de curar doencas;
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aumentos dos custos médicos; maior ciéncia dos consumidores sobre a relacdo
entre saude e nutricdo; envelhecimento da populacéo; desejo de combater os males
causados pela poluicdo, por micro-organismos e agentes quimicos no ar, na agua e
nos alimentos e aumento das evidencias cientificas sobre a sua eficacia. Saad
(2006) concluiu que, para garantir beneficios a saude, os probiéticos devem ser
ingeridos diariamente. Alteracfes favoraveis na composicdo da microbiota intestinal
foram observadas com doses de 100 g de produto alimenticio contendo 10° UFC de
micro-organismos probiéticos, geralmente com a administracdo durante o periodo de
15 dias. Assim sendo, para serem de importancia fisiolégica ao consumidor, os
probiéticos devem alcancar populacdes acima de 10° a 10’ UFC/g ou mL de
produto.

Padrbes internacionais, como a International Dairy Federation, estabelecem
gue para o produto possuir funcdo probiotica deve conter 107 UFC de bactérias
viadveis por grama de produto ou 10° por por¢cdo (ROBERFROID, 1999; SHAH,
RAVULA, 2009). No Brasil, a legislacdo regulamenta que a quantidade minima de
células viaveis deve estar entre 108 — 10° UFC por porcéo diaria do produto e que a
populacdo de probiotico deve estar informada no rétulo do produto (BRASIL, 2008).
Porém, houve uma atualizagdo onde o uso de probidticos em alimentos requer
prévia avaliacdo da Anvisa, segundo requisitos da Resolucdo RDC Anvisa n° 241, de
27 de julho de 2018. A avaliacdo efetuada contempla trés elementos principais:
comprovagdo inequivoca da identidade da linhagem do micro-organismo, de sua

seguranca e de seu efeito benéfico.

Para a incorporacdo dos probioticos em matrizes alimentares, a composi¢cao
do alimento, como o teor de gordura, concentracdo e tipo de proteinas, aclcares e
pH sdo alguns fatores que podem afetar o crescimento e a manutencdo do
probidtico adicionado. Portanto, a formulacdo do produto deve ser apropriada para
auxiliar a sua eficacia e manutencdo. Os produtos lacteos e os alimentos
fermentados sdo considerados como um veiculo ideal para a adicdo de bactérias
probidticas (LAVERMICOCCA, 2006; RANADHEERA, BAINES, ADAMS, 2010).
Devido a isso, as bactérias probioticas séo incorporadas principalmente em produtos
lacteos como queijo, iogurte, sorvete e outras sobremesas a base de leite.

Também devemos considerar o processo de fermentacdo que envolve esses

produtos, que geralmente necessitam de culturas mistas, incluindo leveduras,
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bactérias acido-laticas e fungos. Alimentos fermentados geralmente sdo fonte de
micro-organismos e alguns deles apresentam caracteristicas probioticas (BLANDINO
et al., 2003). Porém, ha limitagbes no consumo de produtos lacteos, como a
presenca de alérgenos, e a necessidade de instalacbes de armazenamento e
transporte a frio (RANADHEERA,; BAINES; ADAMS, 2010).

Para a incorporacdo e manutencdo da viabilidade dos micro-organismos
probidticos nos produtos, temos que considerar o comportamento do mesmo no trato
gastrointestinal, resisténcia a bile, enzimas e propriedades antimicrobianas. A
viabilidade do probiotico €, sem duvida, o fator mais importante e também de como
isso pode afetar os demais parametros tecnolégicos dos produtos (VINDEROLA,
REINHEIMER, 2000). Para isso temos como desafios para a sobrevivéncia e
viabilidade, os critérios de fermentacdo, seu uso como e sua relacado com outros
micro-organismos (KEDIA et al., 2007). As informacbes fornecidas pelos
fermentados tradicionais auxiliaram a desenvolver novos probibdticos. E o
desenvolvimento de alimentos probiéticos ndo lacteos proporcionara seu consumo
guando houver a intolerancia a lactose ou por pessoas que por razdes particulares
ndo consomem lacteos, ou quando os mesmos séo inacessiveis (RANADHEERA,
BAINES; ADAMS; 2010).

Como mencionado anteriormente, o0s alimentos probidticos presentes no
mercado sdo basicamente produtos lacteos, o que pode representar inconvenientes
ndo somente pela presenca da lactose, mas também pelo conteddo de colesterol
(HEENAN et al., 2004; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010).

Os avancos tecnoldgicos possibilitaram alterar determinadas caracteristicas
nas matrizes alimentares a base de frutas e vegetais, modificando os componentes
alimentares de forma controlada (BETORET et al.,, 2003). Essas modificacoes
podem torna-las substratos ideais para a cultura dos probidticos, ja que contém
nutrientes benéficos como minerais, vitaminas, fibras dietéticas e antioxidantes
(YOON et al., 2004).

Existem estudos que proporcionaram o desenvolvimento de suco de frutas
funcionais adicionadas de probioticos. Os sucos de fruta tém apelos sensoriais e de
saudabilidade, porem a adicdo de probidticos a esses produtos alterou
sensorialmente as bebidas, produzindo aromas e sabores estranhos (TUORILA,
CARDELLO, 2002; YOON et al., 2004; SHEEHAN et al., 2007). Em estudo de

Luckow e Delahunty (2004), com a adicdo de L. plantarum em suco de laranja, o0s
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consumidores relataram sabores estranhos no suco, como aumento da acidez, mas
guando foi informada do conteddo funcional (suco contendo probidticos), a
preferéncia aumentou. Os mesmos autores também sugeriram como adicdo maxima
10 % de concentrado celular (v/v) para aumentar a aceitabilidade.

Os produtos a base de frutas possuem caracteristicas marcantes quanto ao
perfil de acidez, pH e compostos antioxidantes que podem restringir o crescimento
de algumas cepas probidticas. Aléem disso, 0os proprios micro-organismos podem
modificar estas caracteristicas. No estudo de Sheenan et al. (2007), a adicdo de
Lactobacillus e Bifidobacterium em sucos de laranja, abacaxi e cranberry, as cepas
tiveram certa resisténcia ao acido, porém sobreviveram por mais tempo as
adicionadas no suco de laranja e abacaxi. Apesar da resisténcia, apos 0s
tratamentos térmicos necessarios para tornarem 0S sucos mais estaveis, as cepas
ndo alcangcaram concentracGes desejaveis, ficando abaixo de 6,0 log UFC. ml2.

Fica claro que, para a elaboracdo de produtos probidticos nao lacteos,
devemos considerar todas as caracteristicas da matriz alimentar em questao, a cepa
gue sera utilizada e a quantidade de acidos que 0os micro-organismos irdo produzir
(KAILASAPATHY, 2002).

4.5 Microencapsulacao

Com o desenvolvimento e aplicacdo de novas tecnologias de aplicacdo de
probiéticos em alimentos, a encapsulacdo se tornou uma ferramenta importante no
guesito de viabilidade desses micro-organismos. Ainda assim, a encapsulagdo nao
garante a completa manutencdo dos probioticos, sendo necessérios mais estudos
guanto a composicado dos materiais utilizados (PEREDO et al.,2016). O custo para
utilizacdo do ingrediente encapsulado também é considerado um fator limitante no
emprego da encapsulacao na industria alimenticia. De acordo com Gouin (2004),
sugere-se que nao seja ultrapassado um custo adicional de € 0,1/kg ao alimento, o
gue deve estar incluso no planejamento do produto.

O conceito de microencapsulacdo tem sua origem na idealizacdo do modelo
celular, no qual o nucleo é envolvido por uma membrana semipermeavel que o
protege do meio externo e, ao mesmo tempo, controla a entrada e a saida de

substancias na célula (RE, 2006). Consiste em um processo mecanico ou fisico-
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guimico que imobiliza e protege 0os micro-organismos em um material encapsulante,
gerando particulas com diametro pequeno, de micrometros, fracbes de micron a
poucos milimetros, possuindo diferentes formas, dependendo dos materiais e
métodos utilizados em sua preparagdo. O material externo é denominado agente
encapsulante, enquanto o ingrediente interno € o material ativo que é capaz de
manter sua estrutura mesmo sob as condi¢cdes adversas do meio, sendo dissolvidas
as capsulas e liberando o material encapsulado no sitio de acdo adequado para
exercer a funcdo desejada (SIMEONI et al.,, 2014; MENEZES et al.,, 2013). A
microcapsula consiste em uma camada de material de cobertura que atua como um
filme protetor, isolando a substancia ativa e evitando os efeitos de sua exposi¢cao
inadequada (ROCHA; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2012).

Considera-se como formas ideias de apresentacdo para 0s probidticos
microencapsulado a de p6 seco, de armazenamento facil e de vida de prateleira
longa, ou, entdo, a de gel Uumido, também com estabilidade em longo prazo
(BURGAIN et al., 2011).

Vale salientar que nem todas as técnicas se adequam a encapsulacdo de
probidticos, pois algumas utilizam solventes organicos ou empregam agentes
encapsulantes que afetam as caracteristicas sensoriais dos alimentos. Outro fator
limitante € o tamanho das células (1 a 5 um), que impede a obtencéo de particulas
em escala nanométrica (FAVARO-TRINDADE, 2011). As particulas s&o classificadas
de acordo com o tamanho e sdo chamadas de nanoparticulas quando variam 0,01 a
0,2 um, de microparticulas de 1 a 100 um e acima de 100 um de macroparticulas
(SUAVE, et al. 2016).

Em matéria de micro-organismos, ndo ha consenso na literatura pertinente
guanto a utilizacdo dos termos microcapsula e microparticula. Para alguns autores
as particulas recebem diferentes denominacdes de acordo com o local em que o
composto ativo estd alocado, conforme demonstrado na figura 3. O modelo A
representa o tipo reservatério, no qual o nucleo ao centro fica envolto por uma
parede; sdo particulas mononucleadas, denominadas microcapsulas. No modelo B,
a estrutura é do tipo matriz, onde o material encapsulado fica disperso por todo o
material encapsulante e sdo chamadas de microparticulas ou microesferas. O
modelo C é uma combinagéo dos dois tipos, reservatorio e matriz (SUAVE, et al.
2016).
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Outros autores consideram pertinente usar o termo microcapsula desde que
haja micro-organismos preservados no interior das particulas, e ndo somente
aderidos na superficie das mesmas; (SUAVE, et al. 2016) e por ultimo ha aqueles
gue utilizam o termo microcapsula de modo mais genérico). (FAVARO-TRINDADE et
al., 2008)

A estrutura, o tamanho e a forma das particulas sdo varidveis em funcédo da
escolha do material de parede e da técnica de encapsulacéo. Na escolha do material
de parede, deve ser levado em consideragédo a nao reatividade com o material a ser
encapsulado, o método de encapsulacdo e o mecanismo de liberacdo ideal
(FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

/ —D o o ¥ A
& N\ A2 0T D A0S0
[ f \ ‘1| f ”\(‘—". ® ° o {r C,; o
\ B e N o’
1 J N\ < a @
l\ .‘\ /, /t \ C : r\)_)o(_ ° ° | \\O-}T/(}-O/
\\\_ A0 \\l_ \’\.(" \ \i(-\)‘_(/
\\___// N ~__.}/ =
Meodalo A Modelo B Modelo €

Figura 3: Representacao de particulas obtidas na microencapsulacao.
Fonte: Zuidan e Nedovic (2010).

Para a microencapsulacdo dos agentes ativos, geralmente utilizam-se
polimeros como goma guar, carragena, quitosana e alginato, carboximetilcelulose,
proteinas e ceras, e a xantana também tem sido empregada (KAILASAPATHY,
2002; GUERIN et al, 2003; TSEN et al, 2003; BETORET et al., 2004;
KOURKOUTAS et al.,, 2005; FARREZ et al.,, 2015). Uma grande diversidade de
combinacbes de polimeros tem sido utilizada para encapsular micro-organismos
probiéticos, conferindo protecéo frente a baixos valores de pH, altas concentracfes
de sais biliares, além de serem empregados para aumentar a estabilidade fisica do
micro-organismo durante o0 processamento. Essa camada exterior pode ter a
finalidade de melhorar a estética e as propriedades sensoriais do produto, como
também conferir funcionalidade, fornecendo assim uma protecdo extra para as
células. Além disso, a camada de revestimento pode ter propriedades de dissolugéo
controlada, que permitam o controle da libertacdo dos micro-organismos, como, por
exemplo, a liberacdo das culturas pela mudanca de pH. (SUNNYROBERTS,
KNORR, 2009; MENEZES et al., 2013).
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Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas para a encapsulacéo de
probioticos, sendo que a selecdo do método é dependente da aplicacdo que sera
dada as microparticulas, do tamanho desejado das particulas, do mecanismo de
liberagdo e propriedades bioldgicas e fisico-quimicas, tanto da cultura quanto do
agente encapsulante (ANAL; SINGH, 2007; COOK et al.,2012 MENEZES et al.,
2013).

Entre as técnicas utilizadas para a encapsulacdo de probidticos, estdo as
técnicas de secagem como a de spray-drying ou atomizacdo, em que geralmente os
polimeros sdo solUveis em agua; a spray-congealing, que utiliza ceras, &cidos
graxos, polimeros sollveis e insollveis em agua, além de outros monémeros como
material de revestimento; a fluidized-bed coating/air-suspension, que utiliza
polimeros sollveis e insoliveis em agua, lipideos e ceras como material de
revestimento; a extrusdo, que utiliza como revestimento da capsula polimeros
soluveis e insoluveis em &gua; a coacervacdo ou técnica de separacao de fases,
gue utiliza como material encapsulante polimeros sollveis em agua; e o método
eletrostatico, que utiliza como material de revestimento polimeros e outros
compostos com cargas opostas (ANAL e SINGH, 2007, MENEZES et al., 2013).

4.5.1 Microencapsulacao pelatécnica de spray-driyer

A secagem por atomizacdo com a utilizacdo de spray driyer vem sendo
utilizada ha décadas, sendo que as primeiras descricbes datam de 1860, com
oficializacdo da primeira patente ja no ano de 1872. Foi grandemente utilizada
durante a Segunda Guerra Mundial, com a necessidade de reduzir o peso do
transporte de alimentos e outros materiais. Esta técnica permite a transformacéo da
alimentacdo de um estado fluido em forma de particulas secas, pulverizando a
alimentacdo para um meio de secagem quente (GIBBS, 2004; MORE, WAGH,
2014). A atomizagdo é uma técnica relativamente barata e um dos métodos de
encapsulacdo mais antigos, tendo sido utilizada ja na década de 30 na preparacao
dos primeiros compostos encapsulados (GIBBS, 2004; MORE, WAGH, 2014). E uma
operacao continua de secagem por processamento de particulas, e o alimento pode
ser uma solucéo, suspensao, dispersao ou emulsédo. O produto seco resultante pode

ser na forma de p@s, granulos ou aglomerados dependendo das propriedades fisicas
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e quimicas da alimentacdo, do design do secador (GIBBS, 2004; MORE, WAGH,
2014).

O processo de secagem consiste em dispersar o produto a ser seco sobre
forma de pequenas goticulas em uma corrente de ar quente de maneira a obter um
pé (figura 4). Quando um alimento é colocado em uma corrente de ar com baixa
umidade relativa e elevada temperatura, € formada espontaneamente uma diferenca
de temperatura e pressao parcial de agua entre o alimento e o ar, resultando numa
transferéncia de energia na forma de calor do ar para o produto, e uma transferéncia
de agua do produto para o ar, sendo que 0 ar entra em contato com a particula. A
pressdo na pequena goticula formada e a grande area superficial das mesmas
resulta em uma rapida evaporacdo da agua a uma temperatura relativamente baixa
na particula, minimizando os danos térmicos ao produto (ROSA; TSUKADA;
FREITAS, 2012).
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Figura 4: Diagrama esquematico de “spray dryer”.
(Fonte: LABMAQ, 2004)

A técnica de microencapsulacao por spray drying é a mais empregada para a
encapsulacdo de ingredientes alimenticios (FAVARO-TRINDADE, 2011). Apresenta
a vantagem de ser um processo econdmico e flexivel, produzir um produto de boa
gualidade (GIBBS, 2004), ter grande disponibilidade de equipamentos (SILVA et al.,
2002), produzir grande quantidade de produto seco e permitir ainda a utilizagéo de
uma grande quantidade de materiais encapsulantes, os chamados materiais de
parede (RE, 1998).

4.5.2 Xantana pruni
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A xantana é um hidrocoldide polissacarideo, produzido por bactérias do
género Xanthomonas e € vendida comercialmente pelo nome de goma xantana; foi
descoberta nos anos 1950 por cientistas do Northern Regional Research Laboratory
do Departamento de Agricultura, U.S.A. A primeira produgé&o industrial de xantana foi
feita em 1960, utilizando-se Xanthomonas campestris NRRL B-1459, e o produto
ficou comercialmente disponivel em 1964 (SUTHERLAND, 1993). No Brasil, foi
permitido seu uso em alimentos em 1965 (ABIA, 1992). Apresenta o codigo
internacional para aditivos INS 415 (International Numbering System). De acordo
com a Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 45 de 03 de novembro de 2010,
gue dispde sobre o uso de aditivos conforme as Boas Praticas de Fabricacado, a
xantana pode ser utilizada como agente emulsificante, espessante e estabilizante
em quantidade suficiente para obter o efeito desejado (BRASIL, 2010), salvo
restricdo em legislacao especifica para a classe de produto em questéo.

A utilizacdo da xantana se deve principalmente a suas propriedades
reoldgicas, que permitem a formacao de solucdes viscosas a baixas concentracdes
(0,05 - 1,0 %). Além disso, a xantana é extremamente soluvel, tanto em agua quente
guanto fria, comportamento relacionado com a natureza polieletrolitica da molécula
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A xantana é um espessante amplamente utilizado na industria de alimentos
por suas propriedades primarias como acentuada pseudoplasticidade (diminuicdo da
viscosidade com o0 aumento da taxa de cisalhamento), a qual permite gerar elevados
valores de viscosidade. Mas xantanas de baixa viscosidade também tém sido
utilizadas, especialmente quando se deseja reduzir a atividade de agua sem elevar
demasiadamente a viscosidade (VENDRUSCOLO et al, 2013). Devido as
propriedades funcionais verséateis, a xantana tem se tornado produto de grande
interesse na criagdo de novas texturas e, consequentemente, na geracdo de novos
produtos (DRUZIAN; PAGLIARINI, 2007).

Sua férmula consiste em uma cadeia celulésica principal, constituida por
unidades D-glucopiranosil unidas por ligagbes ((1-4) e substituida em O-3, em
unidades alternadas de glucose, por uma cadeia lateral de um trissacarideo (figura
5). A cadeia lateral consiste de um acido glicurbnico entre duas unidades de D-
manopiranosil, e a unidade de manose terminal pode ser substituida em O-4 e O-6
por um grupamento piruvato. O grupo O-acetila esta frequentemente presente em O-
6 da unidade de manose interna (VENDRUSCOLO, 2005).
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Figura 5: Unidade de repeticdo pentassacaridica da xantana.
Fonte: Adaptado de Viebke (2004) por Klaic (2012).

Além disso, a pseudoplasticidade da xantana realca o sabor e diminui a
sensacao de gomosidade do alimento na boca, em virtude da baixa viscosidade da
xantana durante a mastigacdo, melhorando assim, suas caracteristicas sensoriais,
propriedade que a torna atraente em bebidas de frutas (KATZBAUER, 1998;
GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Outras caracteristicas importantes que devem ser conhecidas para a
aplicacdo em alimentos € sua estabilidade em variaces de pH, temperatura e forca
ibnica, estabilizacdo de emulsbes, estabilidade térmica e a compatibilidade com
diversos ingredientes. Por exemplo, em processos que envolvem bombeamento,
ocorre uma diminui¢do da viscosidade do produto, tornando-o mais fluido, porém,
imediatamente depois de cessada qualquer tensdo de cisalhamento a viscosidade
do produto é recuperada (YALPANI, 1968; GARCIA-OCHOA et al., 2000; MAUGERI
FILHO, 2001).

A viscosidade da xantana € influenciada por diversos fatores, como a cepa
microbiana produtora, o meio de cultivo e as condi¢des utilizadas no processo
fermentativo. Alteracées quantitativas em sua composi¢cao quimica, especialmente
em relagdo aos substituintes acetila e piruvato, sdo mais frequentes. Entretanto,
alteracbes qualitativas podem ocorrer, como a presenca de outros acucares,
causada principalmente por influéncia da cepa produtora (MOREIRA et al., 2000).

A xantana pruni é pesquisada e produzida desde 1995 no Laboratorio de
Biopolimeros do CDTec/UFPel. Ela € produzida por cepas da espécie Xanthomonas
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arboricola pv pruni, a partir de cepas isoladas pela Embrapa Clima Temperado, no
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, principalmente. N&o possui atividade
genotoxica. Os estudos incluem producdo, em incubador agitador orbital (shaker) e
em biorreator, caracterizacdo, modificacdo quimica e aplicacdbes em diversos
setores. As aplicagBes da xantana pruni em produtos alimenticios, pesquisadas em
nosso grupo de pesquisa, buscaram utilizar as propriedades caracteristicas desse
aditivo como espessante, estabilizante e auxiliar de emulsificacdo. Também tém sido
desenvolvidos estudos visando sua combinagdo com outros polissacarideos, o que
permite a obtencdo de novos e diferentes tipos de textura para produtos
convencionais, como balas de goma e mousse (VENDRUSCOLO e MOREIRA,
2013).

A utilizacdo da xantana como agente encapsulante vem demonstrando
elevado potencial de aplicacdo, em estudos recentes. Lim e colaboradores (2013)
estudaram o efeito da concentracdo de xantana no processo de secagem em spray-
driyer do extrato de folhas de Piper betle L., avaliando a higrospicidade dos pos
resultantes. Os resultados mostraram que € necessaria uma quantidade adequada
de xantana para encapsular completamente o extrato concentrado e para evitar a
absor¢cdo de umidade. No entanto, as solugcbes com mais de 1 % m/v séo
geralmente dificeis de preparar, portanto, devem ser evitadas.

Em outro estudo, no desenvolvimento de microcapsulas por extrusdao em
associacdo de xantana e alginato na microencapsulacdo de L. plantarum LAB12,
houve sobrevivéncia em condi¢cbes simuladas do trato gastrointestinal, resisténcia a
altas temperaturas (90 °C) e prolongamento da viabilidade em armazenamento de L.
plantarum LAB12 a 4 °C para 4 semanas (FARREZ, et al, 2015).

4.5.3 Crioprotetores e osmoprotetores

O sucesso no processo de criopreservacdo de micro-organismos € a selecdo
adequada de crioprotetores. Os crioprotetores séo essenciais para desidratacao da
agua intracelular, além de baixar o ponto de congelamento, dando assim mais tempo
para a desidratacdo. Uma selecéo criteriosa deve ser feita levando em consideracéo
a nao toxicidade e a permeabilidade. Os crioprotetores tém por fungcdo proteger
células e tecidos e podem ser divididos em dois grupos, os intracelulares, que
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penetram a membrana celular, e os extracelulares, que ndo penetram a membrana
celular (MCGANN, 1978).

As caracteristicas fundamentais para um eficiente crioprotetor sdo a baixa
massa molecular, alta capacidade de atravessar a membrana celular e ser de baixa
toxicidade. Em geral, agentes com rapida capacidade de penetracdo na membrana
sdo mais favoraveis, por que o tempo de exposicdo ao crioprotetor pode causar
algum tipo de injaria osmoética. A velocidade de permeacao esta diretamente ligada a
espécie, estadio de desenvolvimento, relacdo superficie/volume da célula, natureza
e tempo de exposi¢ao ao crioprotetor e a temperatura de exposicao (KASAI, 1996).

Os crioprotetores também oferecem protecdo nos processos de desidratacao
e secagem sem congelamento como a técnica de spray-driyer; nesse caso, a
denominacdo termoprotetores pode ser usada. Na secagem que utiliza
congelamento, evitam a formacgdo de gelo intracelular. O mais utilizado é o glicerol
que, semelhante aos agentes n&o penetrantes, proporciona a desidratacado celular
através do seu efeito osmdético, criando um meio hiperténico o qual induz a saida de
agua das células (AGUIAR, et al., 2012).

O glicerol (CHsHsOz) € um alcool poli hidrico altamente permeével com peso
molecular 92,10 g.mol* (AGUIAR, et al., 2012). O glicerol é o crioprotetor mais
utilizado na preservacdo por congelamento. Sua atividade de crioprotecdo foi
inicialmente aplicada em 1913, quando Keith observou que a sua adicdo em
variadas concentracdes (5-42 %) em suspensao de Escherichia coli permitiu manté-
la viavel por seis meses a temperatura de -20 °C. O glicerol penetra a membrana
celular através da difusdo passiva, permanecendo tanto na membrana quanto no
citoplasma. Sua difusdo é de 30 a 60 vezes mais lenta que a da agua (PARKS;
GRAHAM, 1992).

Os crioprotetores nao penetrantes ou externos sdo capazes de induzir o
aumento da osmolaridade do meio externo, gerando a passagem da agua do interior
da célula para o meio extracelular, prevenindo a formacédo de cristais de gelo
durante o congelamento. S&o particularmente apropriados a preservagao de micro-
organismos por se fixarem a superficie microbiana formando uma camada viscosa
capaz de proteger mais efetivamente suas paredes celulares e membranas
(MERYMAN, 1974; HUBALEK, 2003).

Como crioprotetor externo, a xantana também pode ser citada. Em estudo de

Gastal (2015), que avaliou a xantana como crioprotetor espermatico, a mesma
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apresentou atividade preservante, reduzindo processos oxidativos na célula, e
também contribuiu para reducdo da motilidade espermética, sendo assim atribuida

uma caracteristica de protecdo extracelular.

4.6 Aditivos de secagem

A microencapsulacéo por atomizacédo € uma solugcdo econdmica e um método
muito utilizado para a preservacao de corantes naturais, micro-organismos, aromas
e compostos bioativos por aprisionamento dos ingredientes em um material de
revestimento (SAAD, 2009; AZEREDO, 2005; PITALUA et al., 2010). E de grande
importancia para a industria aperfeicoar esse processo de secagem, a fim de obter
produtos com melhores caracteristicas sensoriais e nutricionais, bem como
aumentar o rendimento. Uma alternativa para evitar os problemas de manipulacéo e
processamento € adicionar agentes carreadores, que melhoram a estabilidade do
material durante a secagem e o armazenamento, desempenhando ainda a funcgéo
de agentes encapsulantes (PEREIRA; PETROVICK, 2010).

A desidratagdo por spray driyer sem aditivos exige a instalacdo de
dispositivos especiais na camara de secagem, tais como paredes resfriadas,
resfriadores e dispersadores de ar secundario, reciclagem do produto seco, inducao
de cristalizacdo no alimentador. Para evitar a instalacdo de tais dispositivos é
possivel a adicdo de aditivos ou adjuvantes (suportes) no liquido de alimentacgéo,
algumas vezes em quantidades superiores a 75 %, calculado sobre teor de sélidos
totais (CASTELO-BRANCO, 2010).

Em materiais que contém carboidratos, durante o processo de secagem
rapida, ocorre o fenbmeno de vitrificacdo, no qual se formam massas de material
gue funcionam como pontes liquidas ou mesmo soélidas entre particulas. A aderéncia
de material a parede da camara € umas das principais causas de perda de produto
durante o processo de secagem (WOO et al., 2007). A presenca de goticulas
maiores no secador por atomizacdo pode fazer com que estas gotas ou
aglomerados de particulas cheguem a parede da camara antes que o0 processo de
secagem esteja completo, resultando na aderéncia e formacdo de depodsitos. A
aglomeracao do produto, além de formar torrées (caking) e diminuir a fluidez do p6
durante seu escoamento, pode reduzir a capacidade de reidratacdo e

dispersibilidade, favorecer a oxidacdo de lipidios, gerar perdas sensoriais e de
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validade do produto e, por fim, reduzir o rendimento do processo. E senso comum
gue um produto com aglomerados é considerado de baixa qualidade, ndo sendo
atrativo aos consumidores (BARBOSA-CANOVAS et al., 2005).

No Brasil, no que diz respeito a alimentos, a legislacdo de aditivos ainda €
muito restritiva se comparada a outros paises, como a Espanha. A legislacdo base
dos aditivos - Portaria n® 540 de 1997, da SVS, define coadjuvante de tecnologia de
fabricacdo como “toda substancia, excluindo os equipamentos e os utensilios
utilizados na elaboracéo e/ou conservacdo de um produto, que ndo se consome por
si s6 como ingrediente alimentar e que se emprega intencionalmente na elaboragéo
de matérias-primas, alimentos ou seus ingredientes, para obter uma finalidade
tecnoldgica durante o tratamento ou fabricacdo. Devera ser eliminada do alimento ou
inativada, podendo admitir-se no produto final a presenca de tracos de substancia,
ou seus derivados” (BRASIL, 1997). Assim, os produtos utilizados que permanecem
de forma funcional no produto final sdo considerados aditivos; portanto, agentes de
secagem, antiagregantes ou antiumectantes sao considerados aditivos.

Em alimentos, o uso de aditivos ou adjuvantes aumenta a sobrevivéncia dos
micro-organismos, favorece a retencdo do acetaldeido e ainda permite uma melhor
solubilidade, o que pode ser visualizado para obtencéo de iogurte em p6 (KEARNEY
et al., 2009). H4 uma ampla diversidade de aditivos que podem ser utilizados para
melhorar o rendimento na secagem, diminuindo perdas por adesdo as paredes do
equipamento. Alguns destes aditivos ainda sao responsaveis pela modificacdo de
propriedades do pé seco como estabilidade, liberacdo controlada de ativos e etc.
(LABMAQ, 2004).

No Brasil, as maltodextrinas sdo muito utilizadas para a desidratacdo de
produtos, tais como sucos de frutas, achocolatados em pé, produtos farmacéuticos,
etc. As maltodextrinas enzimaticas verdadeiras tém quase 10% de acUcares
redutores como glicose e maltose; contudo este ndo é o caso das encontradas no
mercado brasileiro (DAIUTO; CEREDA, 2003).

Segundo a RDC n° 45 de 03 de novembro 2010, a silica € classificada como
um aditivo Antiumectante, que pode ser utilizada segundo as BPF (BRASIL, 2010). A
silica pirogénica (Aerosil®; Tixosil®) é obtida por pirdlise da silica, (> 99% em massa
de SiO2). E um material hidrofilico que absorve a pelicula de 4gua existente sobre a
superficie dessas massas, quebrando as pontes de liquido e evitando o crescimento

de pontes solidas. Além disso, atua como barreira fisica de material inerte,
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aumentando a distancia entre as particulas e reduzindo as forcas de atracdo entre
elas, favorecendo a fluidez do p6. A silica pirogénica tem grande aplicacdo na area
farmacéutica, sendo o aditivo mais utilizado com extratos vegetais na secagem por
atomizacdo (PEREIRA E PETROVICK, 2010).

4.6.1 Dispersante Aerosil®, Tixosil®

O Aerosil®, ou Tixosil® (didxido de silicio pirogénico, diéxido de silicio coloidal
ou silica pirogénica) é uma modificacdo de SiO: altamente puro, amorfo e néo
poroso. Possui tamanho de particulas de 3 a 40 nm. Possui grupos silanol, e
fragmentos de siloxano (=Si-O-Si=) sdo geralmente localizados dentro das particulas
de SiO2, devido a que, na auséncia de moléculas de agua, a acdo dos atomos de
silicio € compensada pela adi¢do de grupos hidroxila. Os centros ativos gerados na
superficie podem adsorver agua, resultando na formacdo de uma camada peculiar
gue consiste em grupos hidroxila e agua (STARCH; FIORI; LIN, 2003).

Sao muito utilizado como excipiente farmacéutico na industria farmacéutica,
onde ajuda na obtencdo de pés-ideais, caracteristicas exigidas pelas prensas de
comprimidos de alta velocidade na fabricagcdo de medicamentos. Além disso, possui
diversas funcbes como a incorporacdo de principios ativos, incorporacdo de
ingredientes duros para cristalizar, incorporacéo de ingredientes em uma forma de
dosagem solida, melhorar a dissolucao de produtos farmacéuticos ativos de baixa
solubilidade, auxiliar processos de granulacdo de forma eficiente e econbmica
(EVONIK, 2015). Sua capacidade de formacéo de p6 € esquematizada na ilustracao

abaixo (Figura 6).
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Figura 6: Representacao esquematica das forcas interparticulares que podem afetar
o fluxo de po. A esquerda: sem lubrificag&o. Direita: com o diéxido de silicio coloidal
como um deslizante (Representado pelos circulos menores).

Fonte: Evonik (2015).

O silica pirogénica também pode ser usada para encapsular agentes ativos,
com formacdo de capsulas do tipo concha, em associacbes com quitosana
(EVONIK, 2015). O dioxido de silicio coloidal também ajudar a reduzir o tempo em
processos de secagem e elevam a qualidade do p6 pulverizado, deixando 0 mesmo
com maior fluidez. Mas é sabido que o dioxido de silicio ndo é uma fonte de nutricdo
microbiana, e ndo possui acdo bactericida ou bacteriostatica em bactérias gram-
negativas e gram-positivas (KIENHOLZ, 1970).

Até o momento néo foram encontrados estudos da adicdo do Aerosil® em
microcapsulas contendo probidticos. No estudo de Vasconcelos, Medeiros e Moura
(2005), para o desenvolvimento de extrato seco em spray-driyer de Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira da praia), verificaram que o Aerosil® 200 foi o
adjuvante que apresentou maior adequabilidade quanto a estabilidade dos extratos
secos. As melhores condicbes de secagem foram obtidas a 140 °C de temperatura
na concentracdo de 30 % de Aerosil® 200. Essas condicées proporcionaram ao
produto obtido uma melhor estabilidade fisica.

Em estudo para secagem em spray driyer de solucdo de curcumina, 0S
autores encontraram resultados que mostram que, no processo de secagem, 0S
adjuvantes, como o didxido de silicio coloidal, podem ser utilizados para aperfeicoar
propriedades na disperséo sélida (ARAUJO; TEIXEIRA; FREITAS, 2010).
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Resume: Xanthan is a biopolymer with wide application, but to date it has not been used as
an unique encapsulating agent in microencapsulation by spray dryer, because its high
viscosity is a problem for the technique. This work aimed to evaluate the influence of
different concentrations of a low viscosity xanthan and pyrogenic silica in the formation and

viability of probiotic microcapsules of Lactobacillus acidophillus ATCC 4356. Microcapsules
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were developed by spray-drying method by central rotational compound design (CRCD) 22,
totaling 11ltreatments. The independent variables were xanthan pruni and pyrogenic silica.
The obtained microcapsules were characterized as to the physical characteristics and
maintenance of the viability of the microorganisms. All treatments presented encapsulation
efficiency higher than 70%, with water and moisture activity compatible with maintaining
viability. Morphologically, the microcapsules had a size of 6 to 10um, irregular surface and
rounded shaped, and the coloration yellowish with good lightness. The addition of xanthan

and pyrogenic silica positively influenced the viability within the studied range.

Keywords: microencapsulation, Lactobacillus acidophillus, central rotational compound

design, viabily,physical characterization.
Introduction

The use of food as a vehicle for promoting well-being and health and, at the same
time, reducing the risks of some diseases, has encouraged the research of new natural
components and the development of ingredients, enabling innovation in food products and the
creation of new market niches (KECHAGIA, et al., 2013). The growing concern about
healthy eating, that promotes health as well as nutrition, add some foods and functional
ingredients on the preference list of an increasing number of consumers (SYNGAI, et al.,
2016).

In this sense, there is a trend in the development of non-dairy probiotic products.
Therefore, the principal challenge the maintenance of high viability of microorganism in this
environmental. Some factors related to the food matrices composition, in which the probiotic
will be incorporated, may influence the maintenance of probiotic viability, such as fat content,
protein concentration and type, sugar concentration and pH. Thus, the formulation of the

product should be appropriate to support the effectiveness and maintenance of probiotic or to
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invest in technological solutions, such as microencapsulation (LAVERMICOCCA, 2006;
RANADHEERA, BAINES, ADAMS, 2010).

Microencapsulation has become an important tool in the viability of microorganisms
in the development and application of technologies for the application of probiotics in foods.
However, encapsulation does not ensure the complete maintenance of microorganisms, so
further studies the composition of the materials used are required (PEREDO et al., 2016).

Xanthan gum, heteropolysaccharide, is promising in the encapsulation process because
it has several desirable characteristics in encapsulating agents such as its stability in variations
of pH, temperature and ionic strength, thermal stability and compatibility with various
ingredients (GARCIA-OCHOA et al., 2000; MAUGERI FILHO, 2001; BECKER et al.,
1998). Its association with pyrogenic silica, which can be used to encapsulate active agents,
also helps to reduce drying time and increase the quality of the formed powder with greater
fluidity (EVONIK, 2015). The objective of this work was to evaluate the influence of
different concentrations of xanthan pruni and pyrogenic silica in the formation of probiotic
microcapsules, as well as their viability and physical characteristics.

Material and methods

Xanthomonas arboricola pv pruni strain 101, isolated by researchers from Embrapa
Clima Temperado - and assigned to the Laboratory of Biopolymers, CDTec - UFPel, Brazil,
was used in this study.

The cell multiplication stage was performed on an orbital shaker (B. Braun Biotech
International, Melsungen, Germany) for 24 h. The production of xanthan pruni was performed
by submerged fermentation in a 5 L bioreactor (Biostat B, B. Braun Biotech International,
Melsungen, Germany) with a useful volume of 3 L using 10% (v/v) inoculum. The
fermentation time was 72 h and the pH of the culture medium was adjusted to 7 by adding 2M

NaOH. Operating conditions and culture medium were used as described in WO 2006/047845
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(FEDERAL UNIVERSITY OF PELOTAS, 2006). The pyrogenic silica (Tixosil®) was
purchased commercially, manufactured by Rodia Solvay Group®, distributed by Delquimica
comercial in Brazil.

For the elaboration of the encapsulant solutions, the concentrations of xanthan pruni
LV and pyrogenic silica were defined by a factorial design 22 (complete), with 3 factorial
points (x 1), triplicate at the point (Table 1), totaling 11 assay. The independent variables
were the concentration of xanthan pruni LV and pyrogenic silica, the addition ranges were
determined in a previous study, and the dependent variables were the cell viability, water
activity, moisture, particle diameter, color, and yield. Glycerol (20% w / w) was also added to
the formulations in relation to the total polymer mass.

For rheological characterization of the encapsulating solution, viscosity curves were
performed on a thermally controlled temperature (HAAKE DC 50, USA) rheometer
(HAAKE, RS150, USA). The shear rate from 0.01 to 500 s was applied in 300 seconds at a
temperature of 25 °C, using a concentric cylinder sensor (DG41 rotor). For the analysis of the

rheological behavior, the Ostwald-de-Waele model was applied.

HERE TABLE 1

The probiotic inoculum was produced through pure cultures of Lactobacillus
acidophillus ATCC 4356, grown in Petri dishes on MRS agar (De Man, Rogosa and Sharp),
37° C for 72 h. The cells were suspended in MRS liquid medium and incubated in an orbital
shaker under the following conditions, 150 rpm and 37 °C for about 16 h, until it reaches
ODsoo (optical density) of 1, with a microbial count in 12 Log UFC ml™. The inoculum was
centrifuged at 10,000 g at 4 °C for 10 min and the cell pellet was add them to the
encapsulating solution.

The working solution (table 1), containing the cells suspended in the encapsulating

solution, was dehydrated using a drier spray (LabMag, model MSD 1.0, Ribeirdo Preto,
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Brazil) under the following conditions: air inlet temperature 120 °C, outlet temperature 60 + 5
°C, inlet flow equivalent to 0.41.h, pressure conditions of the drying air compressor (2-4
kgf.cm™) and the compressed air flow rate (40 kgf.cm). The powders produced were stored
in sealed glass bottles and stored in a desiccator at room temperature (25 + 2 °C) until
analysis, which occurred one day after the elaboration of the same.

To evaluate the viability of the microorganism in the material obtained after the drying
process, dilution and counting of viable cells were performed according to the method
proposed by Antunes et al. (2013) with changes. Samples of 0.01 g of each treatment were
suspended withl ml of potassium phosphate buffer (0.2 Mol.L, pH 7.5) in test tube and
incubated at a orbital shaker at 150 rpm and 37°C for 3 h; after that, decimal dilutions and
plating on MRS agar medium were performed. The plates were incubated at 37 ° C for 72 h

in anaerobic jars and viable cells concentration was expressed as UFC gt log.

The efficiency of encapsulation was calculed in relation to the survival concentration
of probiotic cells after the atomization process, according to equation 1; and the results were

expressed as a percentage (ANNAN, et al., 2008).

Equation 1: EE =log(fc) /log(ic = CF) = 100

Were: EE= Encapsulation Efficiency; fc = final cell concentration after atomization; ic =

Initial cell concentration; CF = correction factor

The yield of the microcapsules was calculated based on the total ingredients mass of
encapsulant solution on the solution volume (w/v) and expressed as a percentage (%). The
moisture content was determined by oven drying at 105 °C, until constant weight, according
to AOAC methodology n°. 968.11 (2000). The water activity was measured using the
Labtouch-aW equipment (Novasina, Neuheimstrasse, Switzerland) after previous stabilization

of the samples at 25 °C for 15 min.
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The morphology of the microcapsules was observed in a scanning electron microscope
model JSM - 6610LV (Jeol, Tokyo, Japan) at a voltage of 15 kV. The samples were coated
with a thin carbon layer and placed on aluminum support using EM SCD 500 model
equipment (Leica, Wetzlar, Germany) as described by Lian, Hsiao and Chou (2002). The
different microcapsules produced were also evaluated for particle size, so 50 particles were
measured to calculate the average diameter using the ImageJ® software. (KRASAEKOOPT,;
BHANDARI; DEETH, 2004).

The color analysis was determined by a Minolta (Chroma Meter CR-300, Osaka,
Japan) colorimeter with a CIE 'L * a * b *' reading system, proposed by the International
Commission of I'Eclairage (CIE), where L (a * =red and -a * = green, + b * = yellow and -b
*), and a * and b * are responsible for the chromaticity (L * = 0-black and L * = 100- = blue).
With these parameters, the cylindrical coordinates Chromaticity (C *) purity or intensity of
the color (equation 2), hue (h° - color itself (equation 3) (converted to degrees) were

evaluated.

| - .
Equation 2: Croma= \ (a“+th )

Equation 3: Hue = arcotan (a*/b*)
The results obtained in the experimental design were evaluated by means of the
response surfaces and Anova, performed in the software Statistica version 7.0.

Results and discussion

Table 2 presents the cell viability results of the experiment generated by the
application of the second order Rotational Central Compound statistical design based on the

Response Surface Methodology (RSM).

HERE TABLE 2



42

For the viability variable of L. acidophillus, xanthan and pyrogenic silica had a
positive influence on the viability after the drying process providing an increase in the
concentration of viable cells. Within the range studied, the mathematical model (Y = 9.45 +
0.07X + 0.13A?) was not significant, but predictive, thus generating a quadratic response
surface (figure 1).

HERE FIGURE 1

The highest viability values are located from the intermediate range and extend to the
highest concentration of xanthan added. The use of intermediate concentrations of xanthan is
interesting, as it already presents high values of viability. This result should be considered,
since higher concentrations make the encapsulant solution with high viscosity, making the
drying process difficult and reducing the quality of the particles, characteristics that are
dependent on the viscosity of the solution (LABMAQ, 2004).

The additives used have different physical properties and consequently exerted
different degrees of protective effect on the probiotic cells trapped in the microcapsules. In
relation the independent variable pyrogenic silica concentration, within the studied range, the
highest viability was found in the highest addition range. The pyrogenic silica is a dispersing
and anti-binder agent, these characteristics improving the drying efficiency and stability of the
obtained powder, thus increasing the number of viable cells. The positive influence of
xanthan may be linked to the same imparting good thermal protection to the microorganism
that is sensitive to high temperatures proved by this polysaccharide (BECKER et al., 1998),
which is also involved in the formation of the particle. The addition of glycerol to the
formulations may also have contributed to the viability of the microorganisms, since unlike
xanthan and pyrogenic silica; it acts as an intracellular osmoprotector (PARKS; GRAHAM,

1992).
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According to Ananta et al. (2005), since the efficacy of probiotic consumption in
human health is related to its viability, it is of utmost importance not only to minimize cell
death during the spray-drying process, but also to ensure a minimum loss of viability of
microencapsulated bacteria during storage.

HERE TABLE 3

For the encapsulation efficiency response variable, the use of xanthan resulted positive
effect and the pyrogenic silica negative effect, within the studied range. The mathematical
model was significant and predictive, generating a quadratic surface for response (figure 2) (y
= 75.10 + 1.90X? - 1.62A). The efficiency of the spray-drying is a determinant factor for the
evaluation of the survival of the microorganisms after the process, if the result is low, it
demonstrates that the method is not effective.

The values for encapsulation efficiency found in this study were above 70%. The
spray-drying process leads to an expected loss of viability as probiotic cells are submitted to
high temperature, mechanical shear, dehydration and osmotic pressure. In addition, the
viability after encapsulation is also strongly linked to the output temperature of the equipment
(TRIPATHI; GIRI, 2014).

Gardiner et al. (2002) achieved a survival rate of more than 80% during spray drier
drying of a resistant variant of Lactobacillus Paracasei NFBC 338 in reconstituted powdered
milk at 85-90°C outlet temperatures. By the other side, Ananta and Knorr (2003) reported a
survival rate of over 60% for L. rhamnosus GG under similar exit temperature conditions to
this study.

HERE FIGURE 2

The dry powder vyield is usually low because there are low solid concentration in the

encapsulation solution and many losses in the equipment, by cyclone aggregation, clogging

and exhaustion (KESHANI et al., 2015). How expected, increase of the xanthan and the
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pyrogenic silica concentration increased the volume of powder generated. Adhesiveness
causes considerable material losses on the walls of the equipment reducing drying
performance (LANGRISH, 2007).

For the other variables responses - water activity, moisture and average particle size -
no parameter within the range studied had a distinctive effect on them. The water activity is a
fundamental physicochemical parameter for the maintenance of the viability of the
microorganisms, since high water activity values are related to a lower viability during the
storage period (SANTIVARANGKNA et al., 2008). All treatments had values lower than 0.3,
demonstrating the efficiency of the drying method. Water activity values lower than 0.3 are
very positive, since the low water activity represents less available free space for the growth
of microorganisms and biochemical reactions and, therefore, provides greater durability of the
powder (TONON et al., 2009). Kumar and Mishra (2004) report that Aw should be between
0.11-0.23 for most species of Lactobacillus, whereas those in this study are between 0.14-
0.20.

Moisture (w%), as well as water activity (Aw), is strongly linked to the efficiency of
the drying process. In the study by Ying et al. (2010) in microcapsules of starch blends
obtained by spray drier drying were found similar values to that of this study, varying from
3% to 6%. Zayed and Roos (2004) report that the moisture content of up to 3.5% is indicated
to obtain stable microcapsules during the shelf-life.

The average particle size ranged from 6 to 9 micrometers. According to Champagne
and Fustier (2007), microcapsules with larger diameters can affect the texture of the food in
which it will be incorporated. Diameters smaller than 100um are preferred for most
applications (ANNAN et al., 2008). In a study by Caddeo et al. (2014), which obtained
quercetin microcapsules with xanthan and chitosan wall material by spray drier drying, the

mean particle size was 5.3 £ 2 um.
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The microcapsules size obtained carry the probiotic microorganism loading, because
the size of the micro-organism is micrometric order; L. acidophillus presents typical size of
0.6-0.9 um wide and 1.5-6,0 um in length (GOMES; MACALTA, 1998). Thus, considering
the size of the microcapsules and the microorganism, it was possible to conclude that the

microorganisms are trapped in the obtained microcapsules.

The morphological evaluation of the microcapsules can be visualized in the scanning
micrographs (figure 3). The particles had a spherical shape and several sizes, with typical
concavities of the materials produced by spray-drying. Saénz et al. (2009) reported that the
formation of concavities on the surface of atomized particles can be attributed to shrinkage of
the particles during the drying process due to the rapid evaporation of the solvent into liquid
droplets. Lian et al. (2002) called such concavities as "empty ball effect" and stated that the
occurrence of this effect also depends on the type of encapsulating material used in the
process. The external surface walls of capsules produced in this study did’nt have cracks or
ruptures, what in accordance to Fritzen-Freire et al (2012) is fundamental to guarantee greater
protection and lower gas permeability.

Long et al. (2013) reported in their study that the sizes of xanthan particles are
relatively constant regardless of the xanthan concentration used. The larger particles are
associated with pyrogenic silica used, for the same to have hydrophilic capacity and to
produce this type of agglomerate after drying. As reported by Cortéz-Rojas (2012) spherical

particles are commonly observed in formulations containing pyrogenic silica.

HERE FIGURE 3
Table 4 shows the color results of the experiment, generated by the application of the
second order Rotational Central Compound statistical design based on the Response Surface

Methodology (RSM).

HERE TABLE 4



46

The L * values obtained for the microcapsules produced indicate the absence of non-
enzymatic darkening during the production of the microcapsules, since the values were found
to be quite high (see table 3); these values corroborate the suitability of parameters used in the
spray drier process. lbarz, Pagan and Garza (1999) proposed that the variation of the
luminosity of dry samples can be considered as a measure of non-enzymatic browning. Quek,
Chok and Swedlund (2007) also observed a decrease in luminosity with increasing
temperature, in the drying of watermelon juice in driyer spray and attributed this decrease to

possible browning caused by the sugar present in the product.

In the HUE variable, the yellow color of the samples was confirmed, since all the
values were close to 90 ° (reference value for the yellow color), except for pyrogenic silica,
which tends to blue (270 °). When we evaluated chroma, indicating the purity of the
coloration, the positive influence of xanthan caused the treatments to present a greater

intensity to the yellow.

In Table 5 presents the results the applying of the Ostwald-de-Waele mathematical

model in the viscosity curves, and the adjustment to the model (R?> 0.95) was verified.
HERE TABLE 5

As for the variable k, which evaluates the viscosity of the solution, xanthan and
pyrogenic silica exerted effects within the studied range and observed interaction of the
variables on the viscosity and, consequently, on the variable K; (k = 7.53 + 15.33X + 3.81X2
-4.43A + 9.94A% + 3.71X.A), but the model was neither significant nor predictive. Increasing
the concentration of pruni LV xanthan generally provided the ability to produce low viscosity
solutions at higher concentrations (GARCIA-OCHOA, 2000). Lim and collaborators (2013),
when evaluating the encapsulation capacity of xanthan in the plant extract, concluded that
very low concentrations of xanthan do not totally encapsulate the active agent; but there is a

limitation as to viscosity, where very high and therefore more viscous concentrations adhere
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to the vessel wall and hamper the handling of the solution. Thus, we can infer that the use of
low viscosity xanthan pruni was positive. As for pyrogenic silica, it may function as a
viscosity adjuvant, but may form agglomerates because of its hydrophilic property, which

may hinder rheometric measurement.

For the variable n (flow behavior indexes), within the range studied. The generated
mathematical model (n = 0.20 - 0.14X + 0.09X? + 0.04X.A) was significant and predictive,

shown on the response surface generated in Figure 4.
HERE FIGURE 4

The values of n, which indicates the pseudoplasticity, were smaller than the unit (1),
which characterizes the non-Newtonian fluids with pseudoplastic behavior. It is understood
that the further away from the unit, the greater the pseudoplasticity of the product (DIAZ et al.
2004). According to Foresti (2003), xanthan is the most stable polysaccharide in the market,
to form aqueous solutions of high viscosity and extremely pseudoplastic. The high
pseudoplasticity favors the pumping and spraying processes and is very desirable when drying

by the drier spray technique of viscous solutions (BECKER, 1998).

Conclusion

The association of low viscosity xanthan pruni (xantana pruni 101LV) and pyrogenic
silica to obtain probiotic microcapsules of L. acidophillus ATCC 4356 is feasible within the
studied ranges. The variables xanthan and pyrogenic silica influenced the response variables
differently. The xanthan and pyrogenic silica concentration had a positive influence from the
viability of the probiotic microorganisms after the process, resulting microcapsules with
viability greater than 74% after the drying process. Adequate water and moisture activity were
obtained to maintain viability. As for the physical characteristics, the morphology and the size
of the particles produced are in the micrometric range, they showed yellow tint and high

luminosity. The treatments with intermediate additions and higher ranges of xanthan addition
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(central point, T2, T4, T6) are the most indicated because they have intermediate viscosity,
which does not detract from the process, good physical characteristics and adequate
maintenance of viability.
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Table 1: Complete experimental design for the formulation of xanthan and pyrogenic silica

microcapsules.

Encoded Levels Real Levels
Treatments
X S X S
1 -1 -1 0.5 0.5
2 +1 -1 2.0 0.5
3 -1 +1 0.5 2.0
4 +1 +1 2.0 2.0
5 -1.41 0 0.19 1.25
6 +1.41 0 231 1.25
7 0 -1.41 1.25 0.19
8 0 +1.41 1.25 2.31
9(C) 0 0 1.25 1.25
10 (C) 0 0 1.25 1.25
11 (C) 0 0 1.25 1.25

X: xanthan pruni %; S: Pyrogenic silica %; (C): central point.



Table 2: Physical characterization of microcapsules.

Efficiency.of Yield (M)
Treatments  encapsulation % aw W(%)  PS(um)
(%)
T1 76.65 18.75 0.14+0.01 3.93+0.07 6.72+£2.40
T2 76.66 23.33 0.13+0.01 3.64+0.01 7.21+3.36
T3 76.49 14.84 0.20+0.01 2.00+0.01 8.38+3.34
T4 74.10 43.40 0.14+0.01 2.28+0.06 5.70+3.46
T5 77.25 15.22 0.12+0.01 6.51+0.07 8.65+2.63
T6 76.89 50.64 0.16+£0.01 2.32+0.06 6.36%4.10
T7 77.24 1551 0.17+#0.01 2.67+0.01 8.97+3.78
T8 74.58 27.50 0.16+£0.01 2.47+0.02 9.00+3.86
T9 75.03 25.00 0.17£0.01 2.69+0.02 7.63+2.06
T10 74.40 25.00 0.15+0.01 2.59+0.01 7.33+5.03
T11 74.40 25.00 0.14+0.01 3.85+0.01 8.78+3.59
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Where: aW (Water activity in units of aW), W (moisture in percentage) and PS (mean particle

size n =50 in micrometers), n=3; P <0.05.



Table 3: Viable cells (Log UFC.ml-1) after drying in spray-dryer.

Treatments Initial Log UFC.mI*!
T1 9.65+0.013
T2 9.55+0.064
T3 9.58+0.004
T4 9.62+0.013
TS 9.24+0.039
T6 9.70+£0.016
T7 9.67+0.013
T8 9.66+0.672
T9 9.39+0.020

T10 9.43+0.012
T11 9.38+£0.012

n=2.P<0.05.



Table 4: Color parameters of the microcapsules.

Treatments L* HUE (h°) Croma (C*)
T1 95.52+0.30  90.95+0.97 6.67+0.47
T2 95.60+0.29  94.16+0.14 9.04+0.55
T3 96.75+0.84  99.30+0.86 3.67+0.12
T4 95.28+0.58 95.45+0.54 7.21+0.26
T5 95.01+0.76  93.76+0.52  10.05+0.89
T6 95.19+0.27 94.07+0.89 9.99+0.94
T7 96.43+1.71  99.92+3.13 3.77+0.27
T8 96.51+0.32  96.67+1.41 5.78+0.25
T9 96.01+0.37  94.15+1.69 6.99+0.26
T10 95.85+0.82  96.47+0.47 6.72+0.15
T11 95.44+1.06  95.55+0.56 6.66+0.06
Xanthan? 88.72+0.02  93.74+0.01 27.01+0.25
Pirogenic silica!  97.71+0.23  327.36+3.89  1.12+0.10
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Table 5: Rheological parameters K and n of the encapsulant solutions obtained by fitting with

mathematical model of Ostwald de Waele.

Treatments K (adm) n (mPa.s") R?
Tl 0.77+0.09 0.50+0.12 0.96+0.06
T2 32.57+0.65 0.14+0.02 0.99+0.00
T3 1.36+0.73 0.35+0.14 0.91+0.13
T4 48.015+4.75 0.16+0.01 0.99+0.00
T5 0.15+0.00 0.60+0.03 0.97+0.05
T6 31.27+1.17 0.16:+0.04 0.99:+0.00
T7 46.13+1.51 0.15+0.03 0.99+0.00
T8 9.68+0.78 0.21+0.10 0.99+0.00
T9 8.27+0.64 0.21+0.04 0.99:+0.00
T10 6.43+0.40 0.20+0.09 0.99+0.00
Ti1 7.89+1.04 0.22+0.13 0.99+0.00

K: dimensionless viscosity; n: pseudoplasticity. n (number of replicates) = 3. p<0.05
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Figure 1: Response surface for variable encapsulation efficiency (%).
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Figure 2: Response surface of viability (Log UFC.ml™?) after drying by spray-dryer.
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Figure 3: Micrographies by Scanning Electron Microscopy.

Where: A corresponds to T2 with magnification of 1000x. B corresponds to T2 with
magnification of 3000x. C corresponds to corresponds to Xanthan pruni with magnification
1500x. D corresponds to T2 with magnification of 10000x. E corresponds to T5 with
magnification of 10000x. F corresponds to pyrogenic silica with magnification of 3000x. n =

50.
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6. ESTUDO 1

Avaliacdo da influéncia da temperatura de armazenamento de microcapsulas
de Lactobacillus acidophillus ATCC 4356 de longa viabilidade com uso de

xantana pruni de baixa viscosidade e silica pirogénica

Este trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia da temperatura de
armazenamento sobre a viabilidade dos micro-organismos probioticos

microencapsulados em diferentes concentracdes de xantana e silica pirogénica.

Material e Métodos

Xantana arboricola pv pruni cepa 101, isolada por pesquisadores da Embrapa
Clima Temperado - e cedida ao Laboratorio de Biopolimeros, CDTec - UFPel, Brasil,
foi utilizada neste estudo. A cepa bacteriana foi mantida em agar SPA (Hayward,
1964), armazenada a 4 °C e repicada mensalmente em placas de Petri. Cultura
estoque foi preservada por liofilizacdo. O estagio de multiplicacdo celular (producao
de in6culo ou trofofase) foi realizado em um agitador orbital (B. Braun Biotech
International®) por 24 h. A producao de xantana pruni foi realizada por fermentagao
submersa num biorreator de 5 litros com um volume util de 3 L (Biostat B, B. Braun
Biotech International®) utilizando 10 % (v/v) de indculo. Foram utilizadas condi¢des
operacionais como descrito no pedido de patente WO/2006047845
(UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS, 2006), com componentes do meio de
cultura e suas concentracOes selecionados para obtencdo de xantana de baixa
viscosidade, com pH fixado em 7 por adicdo de NaOH 2 M, durante 72 h. O caldo
fermentado resultante foi tratado termicamente a 121 °C durante 15 minutos e a
xantana pruni foi recuperada por precipitagdo com adi¢cédo de etanol a 96 % numa
proporcdo de 4:1 (v/v). Apés a recuperacao, o polimero foi seco a 56 °C até peso
constante e moido para tamanho de particula de 60-150 mesh. A xantana utilizada
no experimento resultou de uma mistura de duas fermentacdes; o polimero
resultante de cada fermentacédo foi analisado através da producéo e da viscosidade
e nao foi observada diferenca significativa ao nivel de 5 % entre eles. O produto final
foi designado como xantana pruni LV (do inglés low viscosity - baixa viscosidade).
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Para a elaboracao das solugbes encapsulantes, as concentragcdes de xantana
pruni e Aerosil® foram definidas através de Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) fatorial 22, completo, com 3 pontos fatoriais (+1), triplicata no
ponto central e 4 pontos axiais (+ 1,41), sendo dois para cada variavel independente,
totalizando 11 ensaios. As varidveis independentes foram concentracdo de xantana
pruni e de Aerosil®, e as variaveis dependentes foram viabilidade celular durante o
armazenamento, atividade de agua, umidade e diametro de particulas. Também
foram adicionadas as formulacdes glicerol (20% m/m) em relagdo a massa

polimérica total.

Tabela 1 Delineamento experimental fatorial completo para a formulacdo de

microcapsulas de xantana e aerosil.

Niveis Codificados Niveis Reais
Formulacgéo
X A X A
1 -1 -1 0,5 0,5
2 +1 -1 2,0 0,5
3 -1 +1 0,5 2,0
4 +1 +1 2,0 2,0
5 -a 0 0,19 1,25
6 +a 0 2,31 1,25
7 0 -a 1,25 0,19
8 0 +a 1,25 2,31
9(C) 0 0 1,25 1,25
10 (C) 0 0 1,25 1,25
11 (C) 0 0 1,25 1,25

X: % de xantana; A: % de aerosil; (C): ponto central; -+a: pontos axiais.

O inéculo foi produzido através de culturas puras de L. acidophillus ATCC
4356, seu crescimento foi em placas de Petri com meio sélido MRS (De Man,
Rogosa e Sharp), 37 °C por 72 horas, apés as células foram ressuspensas em meio
liquido MRS e incubadas em agitador orbital (Shaker) nas seguintes condi¢des: 150
rpm, 37°C por cerca de 16h, até que fosse atingida a DOsoo (densidade ética) igual a
1. Para utilizacdo da suspensédo na solucao encapsulante, o inéculo foi centrifugado

a 10000 x g, a 4°C por 10 min até formacao de pellet.
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A solucéo de trabalho, contendo o agente encapsulante mais o material ativo,
foi desidratada utilizado um spray driyer LabMaq modelo MSD 1.0 sob as seguintes
condicOes: temperatura de entrada do ar 120 °C, temperatura de saida 60£10 °C,
vazdo de entrada equivalente a 0,4 L.h. As condi¢Ges de pressdo do compressor
do ar de secagem (2 - 4 kgf.cm?) e a vazdo de ar comprimido (40 kgf.cm2). Os p6s
produzidos foram armazenados em frascos de vidro e acondicionados em
dessecador a temperatura ambiente (25 + 10 °C), sob refrigeracdo (4 £ 5 °C) e
congelados (-18 = 2 °C).

Resultados e discussao

Na figura 4, estdo dispostos os resultados do delineamento estatistico
Composto Central Rotacional de segunda ordem com base na Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR) da avaliacdo da viabilidade dos micro-organismos
probidticos nas microcapsulas, sob as diferentes condicbes de armazenamento. Os
resultados foram agrupados nos diferentes tempos de avaliagéo.

Os efeitos das concentragGes de xantana e Aerosil®, bem como da interacédo
entre estas sobre a viabilidade do micro-organismo probiotico apés o processamento

(um dia ap6s o processamento) estao descritas no capitulo anterior

Para os tratamentos armazenados sob congelamento, aos 7 dias ndo houve
interacdo ou efeito das variaveis concentragdo de xantana e de Aerosil ® dentro da
faixa estudada. Aos 15 dias, as varidveis concentracdo de xantana e Aerosil®
exerceram efeito positivo (concentracdo de xantana e de Aerosil® linear) e negativo
(concentracédo de xantana e de Aerosil® quadratico) e interacdo sobre a viabilidade.
O modelo matemaético gerado (Y = 8,75 + 0,32X - 0,60X? + 0,33A - 0,28A%? — 0,73XA)
foi significativo, porém nao foi preditivo (r = 0,82). Aos 30 dias de armazenamento
nao verificou-se efeito ou interacdo das variaveis xantana e aerosil, dentro da faixa
estudada. Nos 45 dias, houve interacdo e efeito positivo das variaveis quadraticas
independentes concentracdo de xantana e concentracdo de Aerosil®, com obtencdo
de modelo matematico (Y = 0,25X? + 0,44A%), preditivo e significativo (r = 0,39) e
gerando superficie de resposta (figura 1). A maior viabilidade encontra-se nos
extremos de adicdo de xantana e Aerosil®, e esse comportamento pode ser
justificado pela interagcdo positiva das variaveis quadraticas dentro da faixa
estudada.
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Figura 1: Superficie de resposta da variavel viabilidade aos 60 dias de armazenamento sob
congelamento

Aos 60 dias de armazenamento, dentro da faixa estudada, houve interacdo e
efeitos das varidveis independentes xantana e Aerosil®, o modelo matematico
gerado (y=5,96+0,2x+0,38X?-0,75A+1,82A%). As concentracées de xantana e de
Aerosil® (linear e quadratico) tiveram influencia positiva sobre a variavel dependente
viabilidade, e o modelo matematico gerado ndo foi significativo (Fcal<Ftab na
regressao) nem preditivo (FcalzFtab na falta de ajuste). Nos 90 dias, ndo houve
interacdo ou influencia de nenhuma das variaveis independentes dentro da faixa
estudada. Aos 120 dias, houve interagdo e influencia negativa das variaveis
concentracbes de xantana e de Aerosil®. O modelo matemético gerado (y=5,6-
0,37X2-0,35A) foi significativo (Fcal = Ftab na regressao), porém néo preditivo (Fcal
> Ftab na falta de ajuste) dentro da faixa estudada, ndo gerando superficie de
resposta.

Nos tratamentos armazenados sob refrigeracdo, aos 7 dias de
armazenamento houve influéncia e interacdo negativa das variaveis concentragoes
de xantana e de Aerosil® o modelo matematico (y = 8,5-0,53X? - 0,5XA) foi
preditivo) (figura 2) e nado significativo (Fcal = Ftab na regressao). Na figura 12
podemos visualizar que a faixa de maior viabilidade localiza-se na faixa central,

mostrando que os efeitos, mesmo negativos, quando combinados elevam o valor da
viabilidade.
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Figura 2: Superficie de resposta da variavel viabilidade aos 7 dias de armazenamento sob
refrigeracao.

Aos 15, 30 e 45 dias de armazenamento, ndo houve interacdo ou influéncia
das variaveis independentes concentracbes de xantana e de Aerosil® dentro da
faixa estudada. Nos 60 dias, houve interacéo e efeito negativo (quadrético) e positivo
da concentracdo do Aerosil® (linear); o modelo matematico (Y = 5,91-0,83A +
1,27A2) gerado foi preditivo (figura 3) e significativo dentro da faixa estudada (Fcal 2
Ftab na regressao) (r = 0,94). Na figura 3, podemos visualizar que, independente da
faixa de adicdo de xantana, ha a maior viabilidade, levando em consideragéo que a
viscosidade elevada nas maiores concentracoes de adicdo diminui o rendimento de
secagem; sendo assim, podemos utilizar concentragdes menores de xantana e

ainda assim obtermos valores consideraveis de viabilidade.
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Figura 3 Superficie de resposta da variavel viabilidade aos 60 dias de armazenamento sob
refrigeracao.
Aos 90 e 120 dias de armazenamento, ndo houve interacdo ou influéncia das

variaveis xantana e Aerosil® dentro da faixa estudada.

Para as microcapsulas armazenadas sob temperatura ambiente, nos tempos
de avaliacdo, em todos os tempos de armazenamento ndo houve efeito ou interacao
das variaveis independentes concentracfes de xantana e de Aerosil®, dentro da
faixa estudada.

Na figura 4, estdo dispostas as concentragdes de micro-organismos Vviaveis
dos tratamentos nas diferentes temperaturas de armazenamento e tempos de
analise. O armazenamento em temperatura ambiente ndo assegurou a viabilidade
dos micro-organismos até o final do tempo de avaliacdo, onde somente até os 60
dias de armazenamento obteve-se células viaveis com concentracdo dentro da
recomendacdo da FAO/OMS (2009), que é 6 Log UFC g Santos (2013) justifica
gue com estocagem em temperatura ambiente ha uma maior atividade metabdlica
dos micro-organismos que pode levar a producdo de acidos metabdlicos e a perda

de substratos, e assim reduzindo ou inativando as células viaveis.
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Sob refrigeragao (7 °C), a manutencéo da viabilidade dos micro-organismos
foi garantida até o final do armazemento, alcancando concentracdes de até 5, 57
Log UFC g*. Ribeiro (2011) obteve em microcapsulas liofilizadas de L. acidophillus,
sob armazenamento refrigerado, concentracdes em torno de 5 Log UFC g* em 45
dias de armazenamento. A viabilidade das bactérias probidticas durante o
armazenamento € inversamente relacionada a temperatura de armazenamento
(GARDINER et al., 2000). Os produtos contendo probioticos devem, de preferéncia,
ser armazenados a uma temperatura de 4-5 °C (MORTAZAVIAN; et al., 2007).

As microcapsulas sob congelamento (- 18°C) mantiveram a sua viabilidade
até o final do periodo de avaliacédo, alcancando concentracdes de até 6 Log UFC g
A adicdo de glicerol as formulacdes pode ter auxiliado na manutencao dos micro-
organismos em temperaturas menores, reduzindo a diferenca osmaética entre o meio
interno e externo da microparticula (TRIPATI; GIRI, 2014). Micro-organismos
probioticos usualmente sdo armazenados por periodos consideraveis, para entao
serem requeridos para a producdo de alimentos e ingestdo. Estabilidade ou
manutencdo da viabilidade durante o armazenamento é uma resposta importante,
visto que, durante o processamento como, também no armazenamento do produto,
0S micro-organismos probioticos podem perder a viabilidade, comprometendo a sua
utilizagéo (DE GIULIO et al., 2005). Variaveis ambientais, como a temperatura de
estocagem e presenca de oxigénio, comprometem a viabilidade celular durante o
armazenamento prolongado, tornando um desafio a aplicacdo dos probiéticos numa
variedade de produtos alimenticios (ANAL; SINGH, 2007).

CONCLUSAO

A avaliacdo do armazenamento das microcapsulas, seja na avaliacdo nas
condicOes de temperatura ou do tempo de viabilidade torna-se fundamental do ponto
de vista de aplicabilidade da microcapsula. As interacdes entre xantana pruni e
aerosil demonstram o potencial destes polimeros no desenvolvimento do produto. O
armazenamento em refrigeracdo e congelamento se mostraram mais efetivos na
sobrevivéncia dos microrganismos probioticos. J& a avaliacdo da interacdo entre
xantana pruni e aerosil, os tratamento que se destacam sdo os tratamento de

concentracdes intermediarias de xantana pruni, como o t7 e 0s pontos centrais.
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7. Manuscrito 2

AVALIACAO DA VIABILIDADE DE LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS
ENCAPSULADO COM XANTANA PRUNI E COMERCIAL SOB CONDICOES
GASTROINTESTINAIS SIMULADAS

Julia Borin Fioravante, Izadora Almeida Perez, Victoria de Moraes Goncalves,
Patricia Diaz de Oliveira, Angelita da Silveira Moreira.

Laboratério de Biopolimeros, Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade

Federal de Pelotas

RESUMO - A busca por alimentos que fornecem beneficios ao consumidor é
crescente, fator que gera avangos nas pesquisas para incorporagdo de probidticos
em uma ampla diversidade de alimentos e bebidas. Entretanto, para que tais
produtos gerem beneficios € necessario que 0s microrganismos probidticos
permanecam viaveis durante o processamento e condicdes de armazenamento.
Como determinados alimentos possuem caracteristicas que podem ser prejudiciais a
essa viabilidade, diversas tecnologias sdo empregadas para assegurar a
sobrevivéncia dos probidticos, dentre estas pode-se citar a encapsulacao por spray
dryier. Esse processo protege o0s microrganismos frente a diversos fatores,
intrinsecos ao alimento e seu armazenamento e ao processo digestivo. Os agentes
encapsulantes devem promover a viabilidade do microrganismo tanto no alimento
como na parte superior do trato gastrointestinal; entre esses, destaca-se a xantana.
Realizou-se dois tratamentos (T1 e T2); o microrganismo probiético utilizado foi o
Lactobacillus. acidophilus, o 0 agente encapsulante usado foi xantana, comercial
(T1) e xantana pruni (T2), e o antiumectante/antiagregante Aerosil®,. Para a
encapsulacao, o inéculo foi ressuspenso nas solucdes encapsulantes, a secagem foi
realizada em spray dryer, posteriormente, realizou-se a avaliacdo da resisténcia do
microrgasnismo a digestdo simulada. Com os resultados pdde-se observar que o
microrganismo foi encapsulado e resistiu as condicbes simuladas, sendo que o
periodo de maior liberacdo de microrganismos viaveis foi em 4 horas, a menor
concentracdo de microrganismos foi em 2 horas, devido a liberacdo parcial, em

ambos tratamentos. A xantana pode ser eficientemente utilizada como agente
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encapsulante de microrganismos probidticos, sendo que a xantana pruni apresentou

melhores resultados.

Palavras-chave: probiotico, preservagcdo de microrganismo, xantana, digestédo

simulada.
1 INTRODUCAO

Os probioticos sdo definidos como microrganismos vivos capazes de melhorar
0 equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a saude do individuo
(BRASIL, 2002). Inumeros beneficios a saude tém sido atribuidos a ingestdo de
probidticos, entretanto, tais beneficios somente ocorrem se 0S mMesmMos
permanecerem viaveis durante o processamento e condices de armazenamento.
No Brasil, a legislacdo preconiza que a quantidade minima viavel para os probioticos
deve estar situada na faixa de 108 a 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) na
recomendacdo diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do

fabricante (MORTAZAVIAN; SOHRABVANDI, 2007; BRASIL, 2008).

E crescente a popularidade dos alimentos funcionais contendo probiéticos, e
0S avangos nas pesquisas em desenvolvimento de novos produtos tém resultando
na incorporagdo de probidticos ndo somente em produtos lacteos, como também em
uma ampla diversidade de alimentos e bebidas (ALTAMIRANO-FORTOUL et al.,
2012). E importante ressaltar que as diferentes caracteristicas intrinsecas e
extrinsecas dos alimentos podem ser prejudiciais a viabilidade dos microrganismos
nesses produtos, assim diversas tecnologias sdo empregadas para assegurar a
sobrevivéncia dos probioticos dentro de novas matrizes alimentares, dentre essas
pode-se citar a técnica que utiliza secagem de solu¢des encapsulantes por spray
dryier, uma das metodologias mais empregadas, uma vez que apresenta baixo custo
do processo e possibilidade de emprego de uma ampla variedade de agentes
encapsulantes com estabilidade do produto final (IBARRA et al., 2012; SANTOS,
2013).

Este processo € utilizado para proteger os microrganismos durante o
armazenamento e também frente a meio acidos, sais biliares, oxigénio e enzimas,
fornecendo protecédo as células frente a digestdo (OLIVEIRA et al., 2007; FAREEZ et
al. 2015). Utiliza-se uma matriz de baixa solubilidade e reconhecida como segura
para garantir a integridade do microrganismo, tanto no alimento como na parte

superior do trato gastrointestinal, sendo os biopolimeros ideais para este tipo de
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processo, destacando-se a xantana (KRASAEKOOPT et al., 2003; NAZZARO et al.,
2012).

A xantana apresenta uma grande importdncia na inddstria de alimentos
devido as suas propriedades reologicas, as quais proporcionam a formacdo de
solucBes viscosas até mesmo em baixas concentracdes e € estavel em ampla faixa
de pH e temperatura. Além disso, a goma xantana nado é digerivel (LUVIELMO;
SCAMPARINI, 2009). Denomina-se xantana pruni a xantana produzida por X.
arboricola pv pruni, que possui propriedades quimicas e fisicas que a distinguem das
xantanas comerciais (VENDRUSCOLO et al., 2013).

Objetivou-se com o presente estudo preservar o probiodtico Lactobacillus
acidophilus através da técnica de secagem por spray driyer, utilizando xantana pruni
e xantana comerial como agente encapsulante, bem como avaliar a resisténcia do

microrganismo as condi¢des de digestdo simulada.
2 MATERIAL E METODOS
2.1Tratamentos

O microrganismo probiético utilizado foi o L. acidophilus ATCC 4356,
fornecido pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos do DCTA/FAEM/UFPel.
Nas solu¢des encapsulantes utilizou-se como agente encapsulante a xantana e o
antiumectante/antiagregante  Aerosil®, nas propor¢gdes 1,25% e 0,19%,
respectivamente. No primeiro tratamento (T1) utilizou-se a xantana pruni da cepa
101, produzida no Laboratorio de Biopolimeros, do CDTec/UFPel; no segundo
tratamento (T2) substituiu-se a xantana pruni por uma comercial (Farmaquimica ®).

Apoés, as solucdes foram esterilizadas.
2.2 Encapsulacéo

O inéculo foi produzido através de culturas puras de L. acidophillus ATCC
4356; seu crescimento foi em placas de Petri com meio sélido MRS (De Man,
Rogosa e Sharp), 37 °C por 72 h; apds, as células foram ressuspensas em 30 mL de
meio liqguido MRS e incubadas em agitador orbital (Shaker) a 150 rpm, e 37 °C por
cerca de 16 h, até que fosse atingida a DO600 (densidade Optica) igual a 1. Para
separacao das células e adicdo das mesmas na solucdo encapsulante, o inéculo foi
centrifugado a 10000 x g a 4 °C por 10 min para formacao de pellet celular, que foi

ressuspenso em mesmo volume da solucdo encapsulante. A secagem foi realizada
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em spray dryer LabMag (MSD 1.0), com temperatura de entrada de 120°C e de
saida 60°C, fluxo de ar de 3L. h*! e velocidade de entrada de 0.4 L.ht. Os pos

produzidos foram envasado em frascos tipo penicilina.
2.3 Resisténcia do microrganismo a digestdo simulada

Para avaliar a resisténcia do Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
encapsulado as condi¢fes de digestdo simulada, amostras dos pos foram incubados
para simular a peristalse; as condi¢des foram 37°C a 150 rpm. Para a fase géstrica,
em Erlenmeyer de 125 mL contendo 10 mL de solugéo (6,2 g.L* de NaCl, 2,2 g.L *
de KClI, 0,22 g.L* de CaCl2 e 1,2 g.L* de NaHCO3) acidificada a pH 2 com HCI 0,1
M e suplementada com 1 mg.mL-1 de pepsina. Uma aliquota dessa solugédo foi
retirada apos 0,5, 1 e 2 horas para determinar oS microrganismos presentes atraves
de diluicdo seriadas seguidas de plagueamento. Para avaliar a resisténcia as
condicbes intestinais simuladas na fase entérica, na mesma solucédo, de forma
subsequente, foi suplementada com 1mg.mL-! de pancreatina, 0,2% de sais biliares
e teve o ajustado em pH 8 com NaOH 0,1 M, e uma aliquota dessa solugéo foi
retirada apos 3, 4, 5 e 6 horas para determinar os microrganismos presentes atraves

de diluicdo seriadas seguidas de plaqueamento (CASTELLI, 2011).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliacdo da resisténcia do probiotico L. acidophilus
ATCC 4356 encapsulado com os diferentes agentes encapsulantes, sob condigdes

de digestéo simulada, estdo demonstrados na Figura 1.
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Figura 1 — Concentracdo de células viaveis nas microcipsulas submetidas a
condi¢cdes de digestdo simulada (n=2), concentracéo das células viaveis foi expressa
em log10 UFC g-1.(DP= desvio padréo).

Segundo Brasileiro (2011), a liberacdo do conteudo das microcapsulas
elaboradas com goma xantana se da através de mecanismos térmicos e mecanicos,
desta forma, ao longo da avaliacdo provavelmente ocorreu um aumento da
dissolucdo das capsulas, liberando os microrganismos de maneira lenta sob as
condicbes de digestdo simuladas. No presente trabalho obteve-se contagens em
todos os tempos analisados; a menor concentracdo ocorreu as 2h, ao final da fase
gastrica e o0 pico de liberacdo das capsulas ocorreu no periodo de 4 h com
concentragbes de células viaveis de L. acidophilus de 108 UFC no T2, com xantana

pruni, e concentracao de 10 UFC no T1, com xantana comercial.

De acordo com Laurenti e Garcia (2013), assim que as capsulas sao
submetidas a pH acido com a presenca de enzimas, as células do interior da matriz
de encapsulacéo séo gradualmente liberadas para o meio externo por este motivo, a
liberacdo € menor no inicio do processo da simulacdo gastrointestinal e aumenta até

atingir estabilidade.

Ao avaliarmos as diferencas estruturais dos polimeros utilizados como
agentes encapsulantes, verifica-se que além de glicose, manose e acido glicurdnico,
tém-se relatado a ocorréncia de outros monossacarideos na estrutura quimica de
algumas xantanas ndo comerciais. Moreira et al. (2001) identificaram ramnose na

xantana produzida por X. arboricola pv pruni, indicando que a espécie influencia na
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estrutura quimica. Além dessa diferenca, as xantanas do patovar pruni, costumam
apresentar maior pseudoplasticidade que as comerciais, 0 que € desejavel para
aplicacbes como a do presente estudo. Apesar da xantana comercial apresentar
otima qualidade tecnoldgica, a xantana pruni demonstrou um melhor resultado, com

uma maior viabilidade das células em praticamente todos os periodos de contagem.

A sobrevivéncia das culturas probidticas quando se utiliza a técnica de
secagem por spray dryer ndo esta somente relacionada com o agente encapsulante,
mas também com o tipo de cepa utilizada, com as temperaturas de entrada e saida
no equipamento, sendo que no processo as ceélulas sdo significativamente

protegidas.

Para que o0s probidticos exercam sua acdo benéfica ao hospedeiro os
mesmos devem chegar em concentra¢des adequadas ao intestino humano que é o
seu ponto de acédo. Silva et al. (2014) citam em seu estudo que um dos principais
obstaculos para acdo dos probidticos é a sua baixa taxa de sobrevivéncia em pH
gastrico e altas concentragfes de sais biliares no intestino. Os autores constataram
gue as células livres de B. animalis e L. acidophilus n&o resistiram as condi¢des
adversas do trato gastrointestinal (TGI), onde em 2 horas de andlise 0s mesmos néo
apresentaram crescimento. Entretanto, com a encapsulagdo, 0s mesmos
apresentaram maior resisténcia a passagem pelo TGIl, mantendo a concentracao

celular em torno de 10° UFC.g-* ap6s 6 horas de andlise.
4 CONCLUSAO

O processo de encapsulamento em xantana com secagem por spray dryier,
nas condi¢des utilizadas, proporciona a resisténcia em concentracdes adequadas do
probiético L. acidophilus ATCC 4356, ao processo de digestdo gastrica e entérica
simulada. A xantana é, portanto, um biopolimero com potencial de utilizacdo como
agente encapsulante de microrganismos probidticos, especialmente a xantana pruni

utilizada, que proporcionou os melhores resultados em toda a fase entérica.
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RESUMO: Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a satde do individuo. Tem-se
buscado maneiras de tornar a ingestdo de probioticos mais efetiva. Em sua forma ampla, a
microencapsulacdo ¢ uma opgéo vidvel de aumento da preservacdo dos probidticos frente as
condigbes adversas da composicdo, condicOes de processamento e armazenamento dos
alimentos probidticos. Xantana tem surgido como opcdo de encapsulante. Objetivou-se
comparar duas formulagcdes de gelado comestivel de mirtilo adicionado do probidtico
Lactobacillus. acidophilus ATCC 4356 (12 log. UFC.g?), sendo uma com 0s microrganismo
na forma livre e outra com 0s mesmos encapsulados em xantana pruni. Os gelado comestivels
foram analisados quanto a sobrevivéncia dos microrganismos durante 0 armazenamento e
sensorialmente. Observou-se diferencas significativas na sobrevivéncia dos microrganismos,
sendo que a microencapsulagdo proporcionou maior viabilidade dos mesmos durante o
armazenamento, ndao permitindo ocorréncia de fermentacdo ou desenvolvimento de sabores
estranhos. Ndo foram relatados pelos provadores sabores estranhos ou sensacdo de
arenosidade, ponto comum em produtos adicionados de microcapsulas. Com isso verifica-se
grande potencialidade da adi¢do, em produtos congelados, das microcdpsulas probidticas
desenvolvidas, haja visto a preservacdo celular e a aceitacdo sensorial verificadas, mesmo
num produto desafiador.

Aplicagdo pratica: Desenvolvimento de alimentos funcionais de grande aceitabilidade pelo
consumidor, como o0 gelado comestivel. Proporcionar o consumo de alimentos probidticos
pela a populacdo opta por ndo ou ndo pode consumir produtos lacteos. Ampliar a ingestéo de
probidticos mediante a diversificacdo da aplicacdo em produtos alimenticios. Utilizacdo de
microcapsulas de composicdo inovadora que proporcionam elevada sobrevivéncia de
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probiético em alimento inusual ou ndo propicio a utilizacdo de probidticos, permitindo a
utilizacdo eficiente em produtos que de outra forma seria inviavel.

Palavras-chave: gelado comestivel; Lactobacillus acidophillus; produto funcional; sensorial.

INTRODUCAO

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem algum beneficio para a satde (FAO/OMS, 2002; HILL et
al, 2014). Esses micro-organismos pertencem a diferentes géneros e espécies, tanto de
bactérias como leveduras, e tém sido associados a diversos efeitos benéficos (BRASIL, 2019).
Quando os microrganismos probidticos sdo consumidos adequadamente, ou seja, quando
permanecem viaveis apos as condi¢des de processamento, armazenamento e digestdo, tém-se
diversos beneficios a salde, tais como o fortalecimento da imunidade, reducdo nos sintomas
de alergias alimentares, controle da sindrome do intestino irritado e inflamado e aumento na
tolerancia a lactose. No Brasil, a legislacdo preconizava que a quantidade minima viavel para
0s probidticos estivesse situada na faixa de 108 a 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
na recomendacao diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacao do fabricante
(MORTAZAVIAN; BRASIL, 2008). Agora a legislacdo trata o uso de probidticos em
alimentos requer prévia avaliacdo da Anvisa, segundo requisitos da Resolu¢do RDC Anvisa n°
241, de 27 de julho de 2018. A avaliacdo efetuada contempla trés elementos principais:
comprovacao inequivoca da identidade da linhagem do micro-organismo, de sua seguranga e
de seu efeito benéfico.

A ampla maioria dos alimentos probioticos possui base lactea, Os produtos lacteos e
os alimentos fermentados sdo considerados como um veiculo ideal para a adicdo de bactérias
probidticas (LAVERMICOCCA, 2006; RANADHEERA, BAINES, ADAMS, 2010). Devido
a isso, as bactérias probioticas sdo incorporadas principalmente em produtos lacteos como

queijo, iogurte, sorvete e outras sobremesas a base de leite.
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Produtos a base de vegetais ricos em polifendis e outros componentes com atividade
antimicrobiana constituem ambientes particularmente desfavoraveis aos probi6ticos.
Entretanto, os avangos nas pesquisas em desenvolvimento de novos produtos possibilitam
incorporacdo destes em uma ampla diversidade de matrizes alimentares (ALTAMIRANO-
FORTOUL et al., 2012; IBARRA et al., 2012; SANTOS, 2013). A microencapsulacdo é uma
opcdo viavel de aumento da preservacdo dos probioticos frente as condi¢des adversas da
composicao do alimento e do estomago (MENEZES et al., 2013).

A microencapsulacdo destaca-se por apresentar grande disponibilidade de
equipamentos, baixo custo do processo e possibilidade de emprego de uma ampla variedade
de agentes encapsulantes, 0 mesmo possibilita a protecdo das células frente a condi¢des que
seriam prejudiciais a sua viabilidade, como diante a composi¢do do produto a ser aplicado e
também a meios acidos, sais biliares, oxigénio e enzimas, fornecendo protecdo as células
frente a digestdo (OLIVEIRA et al., 2007; FAREEZ et al. 2015). E realizada a utilizacio de
um agente encapsulante que permita a integridade do microrganismo, podendo-se utilizar
diversos tipos de biopolimeros, destacando-se a xantana (SANTOS, 2013; KRASAEKOOPT
et al., 2003).

A goma xantana é um polissacarideo sintetizado por espécies de bactérias
fitopatogénicas do género Xanthomonas. Possui propriedades que a torna capaz de formar
solucdes viscosas até mesmo em baixas concentracdes e possuir estabilidade em ampla faixa
de pH e temperatura, podendo ser utilizada em diferentes matrizes alimentares. Denomina-se
Xantana pruni a xantana produzida por X. arboricola pv pruni, que possui propriedades
quimicas e fisicas que a distinguem das xantanas comerciais (VENDRUSCOLO et al., 2013).

Devido ao clima quente e como forma de amenizar as altas temperaturas, ha o
interesse pelo consumo de alimentos refrescantes e gelados, como os sorvetes e gelado

comestivels. (CARVALHO et al., 2012). O crescimento da producdo e consumo de gelado



78

comestivel pode ser reflexo também da facil fabricacdo e da imensa variedade de tipos,
formas, sabores e texturas desenvolvidos para esta sobremesa. Além dessas caracteristicas
sensoriais, 0 gelado comestivel pode apresentar um bom valor nutricional conforme os seus
ingredientes e pode ser considerada uma boa fonte de energia (GRANGER et al., 2005;
RENHE et al., 2015). O desenvolvimento de gelado comestivel de mirtilo, que é uma das
frutas mais ricas em antioxidantes ja estudadas, possui um contetdo particularmente elevado
de polifendis, constitui matéria-prima potencial ao desenvolvimento de novos produtos de
modo em geral (HOFFMANN; FACHINELLO; SANTOS, 1995), mas ndo de produtos

probidticos.

Objetivou-se desenvolver um gelado comestivel, usando matéria-prima vegetal
teoricamente desfavordvel a sobrevivéncia de probidticos. Assim, gelado comestivels
probiéticos de mirtilo com microrganismos encapsulados e livres foram produzidos para
avaliar a viabilidadede de Lactobacillus. acidophilus ATCC 4356 durante o armazenamento;
e gelado comestivels com probidtico encapsulado foram analisados sensorialmente, por

escala hedonica.

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se o probidtico L. acidophilus ATCC 4356, fornecido pelo Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do DCTA/FAEM/UFPel. Xantana pruni da cepa 101, de baixa
viscosidade, foi produzida no Laboratério de Biopolimeros, do CDTec/UFPel, segundo a
patente WO/2006047845 (UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS, 2006).

Para a encapsulacdo e para 0s micro-organismos na forma livre, o indculo foi
produzido através de culturas puras de L. acidophillus ATCC 4356; seu crescimento foi em
placas de Petri com meio solido MRS (De Man, Rogosa e Sharp), 37 °C por 72 h; apds, as

células foram ressuspensas em 30 mL de meio liquido MRS e incubadas em agitador orbital
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(Shaker) a 37 °C e 150 rpm por cerca de 16 h, até que fosse atingida a DOsoo (densidade
optica) igual a 1 (12 log. UFC.g™Y. Para separagdo das células e adi¢do das mesmas na solugéo
encapsulante, o inéculo foi centrifugado a 10000 x g a 4 °C por 10 min para formacdo de
pellet celular e ressuspenso em mesmo volume da solucdo encapsulante para formar a solucao
de trabalho. A solucdo encapsulante utilizou com agente encapsulante xantana pruni (1,25%
m/m) e foi adicionada do dessecante silica pirogénica (Aerosil®) (0,19% m/m) e crioprotetor
glicerol (20% m/m em relacdo a massa polimérica total). Foi preparada a solucdo de trabalho
contendo os polimeros e 0 micro-organismo. A secagem da solucdo de trabalho foi realizada
em spray dryer LabMag (MSD 1.0), com temperatura de entrada de 120°C e de saida 60°C,
fluxo de ar de 3L. h'! e velocidade de entrada de 0.4 L.h"t. As microcéapsulas tiveram tamanho
médio de 6um. Os pos produzidos foram envasados em frascos tipo penicilina. Na forma
livre, o caldo fermentado, produzido de igual modo, foi centrifugado para formacéo do pellet
celular.

Foram utilizadas duas formulacbes de gelado comestivel, contendo os probidticos na
forma livre e outra com os mesmos encapsulados. Na forma livre, o pellet foi adicionado ao
gelado comestivel na proporcdo de 10° UFC/g micro-organismos probioticos no gelado
comestivel. Na forma encapsulada utilizou-se solucdo encapsulante na propor¢éo de p6 que
alcancasse 10° UFC/g de micro-organismos probioticos no gelado comestivel. Os probioticos
e as microcapsulas foram adicionados somente na porcéo onde estava a polpa de mirtilo

Para a elaboracdo dos gelados comestiveis, a polpa foi adicionada a forminhas de
gelado comestivel e congeladas por 24h na temperatura de -20°C em freezer doméstico. Apds,
foi adicionado leite condensado como recheio, perfazendo 20% do peso do gelado comestivel,
para que se assemelhassem ao gelado comestivel do tipo “paleta mexicana”. As porgdes

continham aproximadamente 25 g. Os gelados comestiveis foram armazenados, e as
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contagens das células viaveis se deram nos tempos 0,3,7,14, 21 dias. Para a analise sensorial,
os gelados comestiveis foram armazenados por 24 horas, até o seu completo congelamento.

A andlise sensorial foi realizada no campus Capéo do Ledo, para usufruir do nimero
de estudantes que frequentam o local diariamente, contando com 114 provadores. Utilizou-se
escala hedoénica de nove pontos, na qual o provador expressa o grau de gostar ou desgostar do
produto. A escala varia entre “desgostei muitissimo” e “gostei muitissimo” e traz atributos
para o produto como sabor, aroma, dogura, textura, cor e aparéncia e impressao global
(DUTCOSKY, 2013). Os julgadores foram convidados de ambos os sexos, com faixa etaria
de 18 a 55 anos. Os mesmos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
conforme parecer do comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Pelotas, sob registro 901.768, e na Plataforma Brasil (CAEE:
38484814.0.0000.5317). Os gelados comestiveis foram servidos em porc¢des individuais de

aproximadamente 25g, sob temperatura de -8°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os dias de avaliacdo, a concentracdo de células viaveis probioticas foi maior
estatisticamente no gelado comestivel com os probidticos microencapsulados, mostrando a
efetividade da protecdo da microcapsula frente as condicdes intrinsecas do gelado comestivel
(Tabela 1). No 21° dia de armazenamento verificou-se a reducdo mais acentuada da
concentracdo de microrganismos viaveis no gelado comestivel com os probidticos livres; a
concentracdo final, observada nesse dia, estava abaixo da recomendada pela OMS, cerca 5,38

Log na porcdo, ja no gelado comestivel com microcapsulas atingiu 7,03 Log.
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Tabela 1 — Avaliagdo da sobrevivéncia dos microrganismos probioticos (log. UFC.g™V

adicionados em gelado comestivel de mirtilo sob congelamento (-20° C)

Dias de armazenamento (dias)

Tratamentos 1 3 7 14 21
Gelado comestivel com microcédpsulas 8,13 Aa 8,06 Aa 8,03Aa 7,30Ba 7,03Ca

Gelado comestivel com células livires 799 Ab 788Bb 7,80Bb 7,74Cb 5,38 Db

Teste de Tukey, diferencas entre os dias letras maiUsculas, entre tratamentos letra mindscula.

As condic¢des de congelamento durante a fabricacdo e armazenamento de sobremesas
agregam um severo estresse aos microrganismos presentes no produto, causando prejuizos as
células em diferentes graus, incluindo a morte dos mesmos, a inibicdo a multiplicacdo e a
reducdo ou interrupcao da sua atividade metabolica (MARSHALL, 2001).

Os fatores que afetam a sobrevivéncia dos microrganismos durante o armazenamento
congelamento incluem as condi¢es fisioldgicas das células, a composicdo do alimento e a
sua manipulagdo, a proporcéo adicionada, bem como o método de congelamento do produto.
Os cristais de gelo que se formam no exterior da célula reduzem a quantidade de agua livre na
qual os solutos estariam dissolvidos, enquanto aqueles que se formam no interior da célula
apresentam potencial de romper a membrana celular, resultando na morte de muitas células
microbianas (PAPADEMAS; BINTSIS, 2002). Entretanto, alguns microrganismos se
preservam bem na forma livre em situacdo de congelamento. Em nosso estudo, onde houve
reducdo significativa da populacdo de probidticos na forma livre nos gelado comestivels.

A correta selecdo e combinacdo do agente encapsulante com dispersantes e
osmoprotetores aumenta a qualidade e a viabilidade das microcapsulas probidticas para as
diferentes aplicacfes. Associacdo de xantana pruni de baixa viscosidade, silica pirogénica

(aerosil®) e glicerol foi utilizada para obtengdo de microcapsulas, e consistiu em importante
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fator de protecdo para a manutencdo dos microrganismos probioticos viaveis sob as condicdes
adversas da composicdo do gelado comestivel durante o armazenamento.

Buriti et. al (2008) veicularam L. acidophillus La-5 na forma livre em gelado
comestivel adicionado de fibras (oligofrutose e inulina) e observaram decréscimo
significativo na populagdo de microrganismos nos tratamentos com menores percentuais de
adicéo de fibras. Os autores afirmaram que as fibras alimentares agem como uma barreira na
formacdo de cristais de gelo, responsaveis pelo rompimento das membranas celulares. A
Xantana, que € componente das microcapsulas, também atua com esta mesma propriedade,
sendo fundamental na protecdo dos microrganismos encapsulados. A analise sensorial é capaz
de constituir um elo entre o consumidor e o produto final. Assim, com a participacdo do
mesmo a aceitacdo € melhor avaliada, sendo que as informacdes fornecidas sdo capazes de
refletir a posicdo do produto no mercado e algumas melhoras que possam ser realizadas, tendo
em vista que apenas caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas satisfatorias ndo sdo o
bastante quando o produto ndo é sensorialmente aceito (MINIM, 2010).

Ao total, 114 provadores, 84 do sexo feminino e 30 do sexo masculino. A faixa etaria
predominante foi de 14 a 45 anos, cerca de 86% dos participantes. Na figura 1 visualiza-se as
médias das notas atribuidas a cada uma das variaveis avaliadas, sendo que todas foram

superiores a 6.
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Figura 1 - Médias das notas atribuidas na analise sensorial, através da escala heddnica, realizada em gelado

comestivel de mirtilo com adi¢éo de probi6ticos microencapsulados.

O método afetivo utilizado demonstra o grau de aceitacdo da amostra, mediante o que
foi avaliado através da escala em cada um dos atributos (DRAKE, 2007). A variavel aroma
foi a que recebeu as menores notas na avaliagdo, o que credita-se ao estado de congelamento
do produto, que inibe a liberagcdo dos composto aromaticos, prejudicando a sua avaliacéo.

A varidvel textura recebeu a segunda menor nota 7, provavelmente por ndo haver
adicdo de poliol, mas somente a xantana como viscosificante. Nos comentarios adicionais foi
relatado a sensagdo de “cristais”, o que pode ser resultado da polpa ndo ser refinada,
possuindo algumas granulagdes, a exemplo as proprias sementes do mirtilo, que possuem
didmetro médio maiores que as microcapsulas.

A variavel dogcura também foi positivamente avaliada pelos provadores, com média de
7,63 (gostei moderadamente-gostei muito). A concentragdo de sélidos solGveis minima para
gelado comestivels de fruta é 10° Brix (BRASIL, 2005), portanto a adicdo de leite
condensado como recheio teve por objetivo melhorar sensorialmente o gelado comestivel. A
variavel sabor obteve média de 7,69, provavelmente devido a adi¢do do leite condensado ao
recheio e a alta palatabilidade dos produtos a base de mirtilo quando acidificados. A polpa de
mirtilo foi adicionada de &cido citrico, fundamental ndo apenas para conservagdo do produto,

mas também sensorialmente, ja que o mirtilo é rico em compostos fenolicos, dentre eles os
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taninos que tém a capacidade de interagir com as proteinas salivares, uma vez que esta na
origem da sensacéo da adstringéncia e amargor nos alimentos (SOARES, 2012). E importante
salientar que ndo foi relatado pelos provadores nos comentarios adicionais, sabores estranhos
ou de fermentacdo, 0 que assegura que 0s microrganismos probiéticos mantiveram-se inativos
dentro das microcapsulas. Tal situacdo muitas vezes ndo acontece, podendo 0s mesmos
gerarem sabores estranhos. Favaro-Trindade et al. (2006) relatatou que sorvetes probidticos
sensorialmente aceitos pelos consumidores apresentam auséncia de “flavour probidtico”,
possuindo boa qualidade sensorial.

Para impresséo global, o gelado comestivel foi sensorialmente aceito, pois a média de
aceitabilidade ficou acima de 8 (gostei muito), indicando que a microencapsulacédo da bacteria

ndo interferiu na aceitabilidade

CONCLUSAO

A microencapsulagdo manteve os probidticos em concentracdes adequadas (7,3 Log
UFC.g™® até o final das andlises, evidenciando o potencial das microcapsulas de xantana pruni
de baixa viscosidade para adicdo de probidticos em matrizes alimentares diferenciadas. O
produto teve boa aceitacdo através dos consumidores em relagdo a todos os atributos
analisados, assim mostrando um potencial de adicdo das microcapsulas em uma base de
frutas. Para os consumidores que ndo podem ou desejam consumir com adicdo do leite

condensado, 0 mesmo pode ser retirado em futuras formulagdes.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Os tratamentos e formulagdes propostos para obtencdo de microcapsulas
probioticas se mostraram eficientes na protecdo dos micro-organismos probioticos e
em parametros tecnoldgicos esperados nas microcapsulas. A temperatura de
armazenamento destas microcapsulas foi determinante na viabilidade dos
probidticos; o armazenamento refrigerado, assim como o congelado manteve a
viabilidade até o fim do periodo de avaliacdo. O armazenamento por congelamento,

foi considerado a melhor aplicagdo em matriz alimenticia.

O processo de encapsulamento em xantana com secagem por spray dryier,
nas condi¢des utilizadas, proporciona a resisténcia em concentracdes adequadas do
probidtico L. acidophilus ATCC 4356, ao processo de digestdo gastrica e entérica
simulada. A xantana é, portanto, um biopolimero com potencial de utilizagcdo como
agente encapsulante de microrganismos probidticos, especialmente a xantana pruni

utilizada, que proporcionou os melhores resultados em toda a fase entérica.

A aplicacdo em gelado comestivel de mirtilo, evidenciou o potencial das
microcapsulas de xantana pruni para adigcdo de probidticos em matrizes alimentares
diferenciadas. O produto teve boa aceitacédo através dos consumidores em relacéo a
todos os atributos analisados, assim mostrando um potencial de adicdo das

microcapsulas.
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