NATALY DE ALMEIDA COSTA

AVALIACAO DE NOVOS MATERIAIS DE PAREDE DE BASE VEGETAL PARA
MICROENCAPSULACAO DE PROBIOTICOS POR SPRAY DRYING

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, para obtenc¢do do titulo de Doctor
Scientiae.

Orientador: Afonso Mota Ramos
Coorientadores: Erica Nascif Rufino Vieira

Eliane Mauricio Furtado Martins
Paulo César Stringheta

VICOSA - MINAS GERAIS
2023



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigcosa - Campus Vicosa

C837a
2023

Costa, Nataly de Almeida, 1993-

Avaliacdo de novos materiais de parede de base vegetal
para microencapsulacdo de probidticos por spray drying / Nataly
de Almeida Costa. — Vigosa, MG, 2023.

1 tese eletronica (156 f.): il. (algumas color.).

Texto em portugués e inglés.

Orientador: Afonso Mota Ramos.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, 2023.

Inclui bibliografia.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2023.462

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Farinhas. 2. Microencapsulagdo. 3. Secagem por
pulverizacdo. 4. Produtos novos. I. Ramos, Afonso Mota, 1957-.
II. Universidade Federal de Vicosa. Departamento de Tecnologia
de Alimentos. Programa de Pds-Graduagao em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. III. Titulo.

CDD 22. ed. 664.72272

Bibliotecdrio(a) responséavel: Bruna Silva CRB-6/2552




NATALY DE ALMEIDA COSTA

AVALIACAO DE NOVOS MATERIAIS DE PAREDE DE BASE VEGETAL PARA
MICROENCAPSULACAO DE PROBIOTICOS POR SPRAY DRYING

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, para obten¢do do titulo de Doctor
Scientiae.

APROVADA: 22 de junho de 2023.

Assentimento:

Natoly Ao Amiudo, doils,
"Nataly de Almeida Costa
Autora

1
Afonso Mota Ramos
Orientador

Digitalizado com CamScanner


https://v3.camscanner.com/user/download

A minha mde, Regina.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pela vida, satde, for¢a e por iluminar o meu caminho todos os dias.

A Universidade Federal de Vicosa, pela oportunidade de realizar a pés-graduacio.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessdo da bolsa de estudos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e a
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), pelo financiamento
dos projetos de pesquisa.

Ao orientador, Prof. Afonso Mota Ramos e a coorientadora Prof®. Erica Nascif Rufino
Vieira, por me acompanharem ao longo desses 4 anos de doutorado, por todo apoio, paciéncia,
confianga e por todos os ensinamentos ao longo da conducio deste trabalho.

Aos coorientadores, Prof®. Eliane Mauricio Furtado Martins e Prof. Paulo César
Stringheta por todo incentivo e disponibilidade durante a pesquisa engrandecendo ainda mais
este trabalho.

Ao Prof. Bruno de Castro Leite Junior por toda ajuda na revisao dos artigos, traducao
e submissdo para as revistas.

Ao Prof. Maurilio Lopes Martins e a Prof*. Daniele de Almeida Paula pela
disponibilidade e por aceitarem o convite de participacdo na banca de defesa.

Aos estudantes de iniciagdo cientifica Laura, Ester e Gabriel por toda ajuda durante a
execugdo dos experimentos. Muito obrigada por todo apoio, por todas as risadas e por todo
incentivo. Nada disso seria possivel sem a ajuda de vocés e com certeza, eu sou a aprendiz de
voces!!!

Aos amigos do Laboratério de Frutas e Hortalicas, nosso eterno LAFRUHTEC, Dani,
Ariana, Paty, Arthur e Alisson por todo apoio e amizade.

Aos amigos do Laboratério de Inovagdo no Processamento de Alimentos (LIPA), em
especial a Maria José, Daniele, Vanessa, Nicole e Isabela por todo apoio e amizade.

Aos funciondrios da fabrica, Ademir e Elvécio, por todos os cafezinhos e por toda
ajuda durante o experimento.

Ao Laboratorio de Pigmentos € Compostos Bioativos, coordenado pelo Prof. Paulo

César Stringheta e todos os seus orientados pela parceria durante esse projeto. Ao Sr. Valério



por me acompanhar durante a realiza¢do da secagem, sempre com muita disponibilidade e bom
humor.

Ao Laboratério de Operagoes Unitérias (LOP), a Prof®. Jane Célia Coimbra e ao Prof.
César Augusto Sodré da Silva pela disponibilidade para realizagdo da secagem. E aos pds-
graduandos Otdvio, José Roberto, Camila e Dani por toda paciéncia e companhia durante o uso
do spray dryer.

Aos meus pais, Regina e Juarez, pelo amor, dedicacio e por todos os ensinamentos.
Vocés sdo a base fundamental da minha vida e diversas vezes abdicaram dos préprios sonhos
para realizacdo dos meus. Agradeco aos meus irmdos, Helione, Fabiano e Jhony, por todo
carinho e aten¢do durante essa caminhada.

Ao Rodrigo, pelo carinho, paciéncia, compreensao, apoio € por me incentivar e estar
sempre ao meu lado em todos os momentos.

A minha sobrinha Maria Julia, a Alice e aos meus afilhados Laura e Manoel por
tornarem meus dias mais leves e coloridos.

A todos meus familiares pelas oracdes e incentivo, em especial a0 meu primo Marcio
que sempre esteve presente € sempre me incentivou.

Aos meus amigos por todas as conversas, risadas, apoio e incentivo! Vocés tornaram
meus dias mais felizes!

A todos os professores do DTA-UFV por contribuirem com meu conhecimento.

Aos meus professores do IF Sudeste MG, Campus Rio Pomba, por todos os
ensinamentos € por acreditarem em mim. Sem a base € o conhecimento que vocés me
proporcionaram durante a graduacao eu ndo teria chegado até aqui.

Enfim, muito obrigada a todos que de alguma forma contribuiram com a realizacdo

desse trabalho!!!



RESUMO

COSTA, Nataly de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2023. Avaliacao
de novos materiais de parede de base vegetal para microencapsulaciao de probidticos por
spray drying. Orientador: Afonso Mota Ramos. Coorientadores: Erica Nascif Rufino Vieira,
Eliane Mauricio Furtado Martins e Paulo César Stringheta.

Spray drying é umas das técnicas mais utilizadas para microencapsulacdo de microrganismos
probidticos e a selecdo do material de parede utilizado é uma fase importante. E crescente a
tendéncia de utilizar novos tipos de biopolimeros como materiais de parede para a
microencapsulacdo, tanto por substitui¢do total ou combinado com materiais convencionais.
Nesse contexto, esse estudo objetivou avaliar novos materiais de parede combinados com
materiais convencionais para a microencapsulacdo de probidticos por spray drying. Para o
estudo, utilizou-se diferentes farinhas proveniente de fontes vegetais para o desenvolvimento
de microparticulas probidticas que foram avaliadas quanto a resisténcia as condi¢des adversas
de processamento, armazenamento e simulacdo gastrointestinal in vitro. Em um primeiro
momento, avaliou-se o efeito da combinacdao de farinha de batata-doce com materiais
convencionais para microencapsular Lactiplantibacillus plantarum LP299V®. Na segunda
etapa, farinha da batata de yacon foi avaliada como material de parede combinada com
maltodextrina e gelatina para microencapsular Lacticaseibacillus rhamnosus GG e as
microparticulas foram aplicadas em geleia de pitaya. Na terceira etapa, avaliou-se farinha de
banana verde combinada com materiais de parede convencionais para microencapsular L.
rhamnosus GG e aplicar em doce de banana em massa. As microparticulas desenvolvidas foram
avaliadas quanto a resisténcia térmica (80 °C/2 min, 72 °C/15 s e 63 °C/30 min), resisténcia ao
pH (2,0 e 7,4), estabilidade durante armazenamento (-18, 8 e 25 °C), caracterizagdo fisico-
quimica (teor de dgua, atividade de dgua, higroscopicidade e solubilidade) e sobrevivéncia dos
probidticos ao trato gastrointestinal simulado in vitro. Tanto a geleia quanto o doce de banana
em massa foram avaliados quanto a viabilidade do probidtico durante armazenamento e
caracterizacao fisico-quimica. As microparticulas contendo a farinha de batata-doce apresentou
alta resisténcia térmica (> 59%) e resisténcia ao pH acido (> 80%), sobrevivéncia de L.
plantarum > 6 log UFC.g! durante armazenamento por 45 dias a 8 °C e -18 °C e resisténcia as
condicdes gastrointestinais simuladas in vitro (> 8 log UFC.g™"). As microparticulas com
farinha de batata yacon apresentaram alta resisténcia térmica (> 64%), sobrevivéncia do
probidtico em pH 4cido (> 76%) e alta estabilidade do probiético (> 6 log UFC.g™") durante

armazenamento por 120 dias a -18 °C, resistindo as condi¢des gastrointestinais simuladas in



vitro com cerca de 5,64 log UFC.g! das células vidveis. Quando incorporada na geleia, a
microparticula proporcionou alta sobrevivéncia (> 70%) do probidtico apos 60 dias a 8 °C. A
microparticula contendo farinha de banana verde apresentou eficiéncia de encapsulacdo maior
que 80%, alta resisténcia térmica (> 77%) e sobrevivéncia em pH acido (> 74%). L. rhamnosus
GG microencapsulado resistiu a simulacdo gastrointestinal in vitro com cerca de 5,53 log
UFC.g'1 das células vidveis. Quando adicionada ao doce de banana, L. rhamnosus GG
microencapsulado apresentou maior viabilidade em relagdao ao probidtico livre armazenados a
25 °C. Dessa forma, esse estudo demonstra que a aplicagdo de novos materiais de parede de
fontes vegetais sdo uma alternativa eficiente para microencapsulacdo de probidticos e aplicacdao

em diferentes produtos alimenticios.

Palavras-chave: Farinhas vegetais. Microencapsulagdo. Novos produtos. Prebidticos.
Probidticos.



ABSTRACT

COSTA, Nataly de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June 2023. Evaluation
of new plant-based wall materials for microencapsulation of probiotics by spray drying.
Advisor: Afonso Mota Ramos. Co-advisors: Erica Nascif Rufino Vieira, Eliane Mauricio
Furtado Martins and Paulo César Stringheta.

Spray drying is one of the most used techniques for microencapsulation of probiotic
microorganisms and the selection of the wall material used is an important phase. There is a
growing tendency to use new types of biopolymers as wall materials for microencapsulation,
either by total replacement or combined with conventional materials. In this context, this study
aimed to evaluate new wall materials combined with conventional materials for
microencapsulation of probiotics by spray drying. For the study, different flours from plant
sources were used for the development of probiotic microparticles that were evaluated for
resistance to adverse conditions of processing, storage, and in vitro gastrointestinal simulation.
At first, the effect of combining sweet potato flour with conventional materials to
microencapsulate Lactiplantibacillus plantarum LP299V® was evaluated. In the second step,
yacon potato flour was evaluated as a wall material combined with maltodextrin and gelatin to
microencapsulate Lacticaseibacillus rhamnosus GG, and the microparticles were applied in
pitaya jelly. In the third stage, unripe banana flour was combined with conventional wall
materials to microencapsulate L. rhamnosus GG and apply it in banana jam in dough. The
developed microparticles were evaluated for thermal resistance (80 °C/2 min, 72 °C/15 s, and
63 °C/30 min), resistance to pH (2.0 and 7.4), stability during storage (-18, 8, and 25 °C),
physical-chemical characterization (water content, water activity, hygroscopicity, and
solubility) and survival of probiotics in the simulated gastrointestinal tract in vitro. Both jelly
and banana jam in mass were evaluated for the viability of the probiotic during storage and
physical-chemical characterization. The microparticles containing sweet potato flour showed
high thermal resistance (> 59%) and acid pH resistance (> 80%), L. plantarum survival > 6 log
CFU.g"! during storage for 45 days at 8 ° C and -18 °C and resistance to in vitro simulated
gastrointestinal conditions (> 8 log CFU.g!). Microparticles with yacon potato flour showed
high thermal resistance (> 64%), probiotic survival in acidic pH (> 76%), and high probiotic
stability (> 6 log CFU.g™") during storage for 120 days at - 18 °C, resisting simulated in vitro
gastrointestinal conditions with about 5.64 log CFU.g™! of viable cells. When incorporated into
the jelly, the microparticle provided high survival (> 70%) of the probiotic after 60 days at

8 °C. The microparticle containing green banana flour showed encapsulation efficiency greater



than 80%, high thermal resistance (> 77%), and survival in acidic pH (> 74%).
Microencapsulated L. rhamnosus GG resisted in vitro gastrointestinal simulation with
approximately 5.53 log CFU.g"! of viable cells. When added to banana jam, microencapsulated
L. rhamnosus GG showed greater viability compared to the free probiotic stored at 25 °C. Thus,
this study demonstrates that the application of new wall materials from plant sources is an
efficient alternative for the microencapsulation of probiotics and application in different food

products.

Keywords: Vegetable flours. Microencapsulation. New products. Prebiotics. Probiotics.
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INTRODUCAO GERAL

Os alimentos além de promoverem a nutri¢cao, também podem influenciar na saide e no
bem-estar do consumidor. Nos udltimos anos, ocorreram algumas mudancas nos habitos
alimentares e os consumidores comegaram a optar por alternativas mais saudaveis. Novos
habitos influenciaram a industria de alimentos a buscar o desenvolvimento de produtos
direcionados para o publico preocupado com a saide e com o bem-estar. Nesse contexto,
surgiram alimentos com apelo funcional, que sdo aqueles capazes de proporcionar efeitos
benéficos a saide além da nutri¢ao bdsica.

Dentre os alimentos funcionais, encontram-se os alimentos adicionados de
microrganismos probidticos que, quando consumidos regularmente e em quantidades
suficientes, sdo capazes de promover beneficios a satide do consumidor (FAO/WHO, 2001).
Entretanto, a grande maioria dos produtos contendo probidticos s@o de base lactea, como leite
fermentados, iogurtes, sobremesas lacteas, queijos e sorvetes. Contudo, o mercado de alimentos
probidticos demanda por outros produtos de base nao-lactea afim de suprir as necessidades dos
consumidores intolerantes a lactose, alérgicos as proteinas do leite ou adeptos do
vegetarianismo.

Durante o desenvolvimento de alimentos probidticos, etapas como a formulagdo, o
processamento € o armazenamento dos produtos devem favorecer a sobrevivéncia dos
microrganismos. Da mesma maneira, as tecnologias e a matriz alimentar devem proteger as
células probidticas contra fatores de estresses externos, mantendo a viabilidade das culturas.
Além disso, uma vez que o alimento € consumido, as etapas e os efeitos gerados durante a
passagem pelo sistema gastrointestinal como pH dcido do estdmago, a presenca de sais biliares
e as enzimas digestivas também podem afetar a viabilidade dos microrganismos.

Uma alternativa para minimizar os danos aos probidticos durante as etapas de
processamento e incorporacdo em diferentes produtos € a técnica de microencapsulagdo que
consiste em uma estratégia amplamente conhecida por melhorar a protecido fisica e a
estabilidade dos probidticos nos alimentos. Dentre as técnicas existentes, spray drying se
destaca devido a alta flexibilidade do processo, baixo custo para producao das microparticulas
e a possibilidade de produg¢do em grande escala quando comparada com outras técnicas. O
principio da técnica envolve a pulverizagdo de uma solug@o contendo o material de parede e os
probidticos em paralelo a uma corrente de ar aquecido (> 100 °C) dentro da cAmara de secagem

para formacgao das microparticulas em pd.
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A selecio do material de parede utilizado ¢ de fundamental importdncia na
microencapsulacdo, pois ele deve proteger o microrganismo probidtico, ndo interferir nas
caracteristicas sensoriais da matriz, apresentar alta estabilidade e boa solubilidade. A
microencapsulacdo através da técnica de spray drying possibilita trabalhar com diferentes
materiais de parede e, assim, aumentando as possibilidades para o desenvolvimento de novas
microparticulas eficientes.

Nos tltimos anos, surgiu uma busca crescente por novos materiais de parede
provenientes de fontes naturais ou do reaproveitamento de subprodutos da industria de
alimentos, com alta disponibilidade, seguros e de baixo custo e, assim, possibilitando o emprego
dessas microparticulas em diferentes produtos desenvolvidos pela industria.

Dessa forma, a avaliacdo de novos materiais de parede para a microencapsulacdo de
probidticos por spray drying torna-se necessdaria, a fim de produzir microparticulas com alta
eficiéncia de encapsulagdo, resisténcia a temperaturas elevadas e pH 4cido, estabilidade nas
condi¢des de armazenamento e sobrevivéncia dos probidticos durante a passagem pelo sistema
gastrointestinal in vitro. Além disso, se faz necessaria a aplicagdo dessas microparticulas
desenvolvidas em diferentes produtos de base ndo-lactea possibilitando novas alternativas de

matrizes carreadoras de probidticos disponiveis para os consumidores.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver microparticulas contendo Lactiplantibacillus plantarum 1LP299V® e

Lacticaseibacillus rhamnosus GG probidticos utilizando materiais de parede convencionais

combinados com materiais ndo-convencionais, caracterizar e avaliar as microparticulas obtidas

quanto a resisténcia, armazenamento, as condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro e a

incorporag¢do em produtos vegetais.

Objetivos Especificos

Avaliar diferentes materiais de parede convencionais combinados com materiais nao-
convencionais para microencapsulacio de probidticos por spray drying;

Analisar as microparticulas quanto a efici€éncia da encapsulacdo, resisténcia térmica e
ruptura em diferentes condi¢des de pH;

Caracterizar as microparticulas mais resistentes quanto as caracteristicas fisico-
quimicas de atividade de 4gua, teor de dgua, higroscopicidade, solubilidade, morfologia
e tamanho de particula;

Avaliar a viabilidade de L. plantarum e L. rhamnosus GG microencapsulados quando
armazenados em diferentes temperaturas (-18, 8 e 25 °C);

Verificar a sobrevivéncia dos probidticos microencapsulados quando submetidos as
condig¢des gastrointestinais simuladas in vitro;

Aplicar as microparticulas desenvolvidas em produtos de base vegetal como geleia de
pitaya e doce de banana em massa;

Caracterizar os produtos contendo probidticos microencapsulados quanto a viabilidade

dos microrganismos e as caracteristicas fisico-quimicas.
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CAPITULO 1 )
REFERENCIAL TEORICO

1. Probiéticos

Probidticos sdo microrganismos vivos, que conferem efeitos benéficos ao hospedeiro,
quando administrados em quantidades adequadas (HILL et al., 2014). Dentre esses beneficios,
encontram-se a redu¢do do risco de cancer de célon, o equilibrio da microbiota intestinal,
prevencdo de alergias alimentares, controle de doengas, inibi¢do de bactérias ou fungos
prejudiciais e aumento das acdes de defesa que ocorrem naturalmente no sistema imunol6gico
do hospedeiro (BAUTISTA-GALLEGO et al., 2019; PECH-CANUL et al., 2020).

Tais efeitos podem resultar da interagdo direta entre probidtico e hospedeiro ou de forma
indireta, através da modulagdo da microbiota intestinal (BAUTISTA-GALLEGO et al., 2019).
No entanto, esses beneficios sdo obtidos apenas com o consumo regular dos alimentos
probidticos e a matriz alimentar deve conter quantidades suficientes desses microrganismos em
sua forma viavel (LOPES et al., 2018).

Dentre os géneros de probidticos no mercado de alimentos funcionais, os mais utilizados
sao Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (GRAND VIEW RESEARCH, 2019).
Geralmente, esses microrganismos probidticos sdo disponibilizados a industria na forma de p6
seco para ser adicionado aos alimentos. Também podem ser encontrados em produtos
alimenticios fermentados ou ndo fermentados, principalmente produtos lacteos, ou como
suplementos alimentares em pd, cidpsulas ou comprimidos (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Na literatura, ndo existe um consenso da concentracio minima de microrganismos
probidticos necessdria para promover beneficios ao organismo (MARTINS et al., 2016). A
concentragdo minima sugerida em produtos alimentares é em torno de 10° - 10’7 UFC/mL ou
UFC/g no final da vida util para fornecer os beneficios a saide (DING; SHAH, 2008; BAKR
et al., 2015). Recomenda-se que os alimentos contendo bactérias probidticas estejam na faixa
de 10% a 10° UFC/g ou UFC/mL antes da ingestdo para garantir que o minimo terapéutico
suficiente de 10° - 107 UFC/g ou UFC/mL possa atingir o célon (NAZZARO et al., 2009;
MEIRA et al., 2015).

Existe uma variedade de alimentos contendo microrganismos probidticos,
principalmente os produtos de base lactea. Entretanto, a sobrevivéncia desses microrganismos
em determinados alimentos ou sua adicdo durante as etapas de processamento ainda
representam considerdveis desafios tecnoldgicos. Tais desafios estdo associados a dificuldade

de garantir a sobrevivéncia dos probidticos durante o armazenamento dos produtos e a
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necessidade de adiciond-los as formulagdes apds o processamento térmico devido a baixa
resisténcia térmica (DE ALMADA et al., 2016).

Diversos fatores durante as etapas de processamento e armazenamento como pH,
temperatura e oxigénio podem afetar a viabilidade dos probidticos (REALE; DI RENZO;
COPPOLA, 2019). Além disso, as caracteristicas da matriz responsdvel por carrear esses
microrganismos também afetam sua viabilidade, principalmente aqueles alimentos com pH
dcido, baixa atividade de 4gua ou que serdo expostos a processos térmicos com temperaturas
superiores a 60 ° C, visto que esses microrganismos ndo sobrevivem por muito tempo em
condic¢des adversas (PIMENTEL et al., 2019).

Além das etapas de processamento e as caracteristicas da matriz carreadora, os
microrganismos probidticos apds serem ingeridos, também precisam sobreviver as condi¢des
gastrointestinais do organismo como a acidez do estdmago, a presenca de sais biliares, enzimas
digestivas e serem capazes de atingir o intestino em quantidades suficientes para permitir a
colonizagdo e multiplicacdo e, assim, promover os efeitos benéficos ao hospedeiro
(BERNUCCI et al., 2017; LI et al., 2019).

Dessa forma, algumas alteragcdes nas etapas de processamento de alimentos e na adi¢ao
dos microrganismos probidticos sdo necessdrias para manter a viabilidade das células sendo o
uso de alternativas para proteger as células probidticas durante o processamento como a técnica

de microencapsulagdo uma alternativa promissora.

2. Microencapsulacao por spray drying

A microencapsulacdo pode ser definida como um processo em que 0 composto a ser
encapsulado € envolvido por um material de revestimento ou incorporado em uma matriz
contendo o agente encapsulante, com o objetivo de produzir pequenas cdpsulas com
propriedades suficientes para proteger e promover a estabilidade do composto encapsulado
(CARVALHO; ESTEVINHO; SANTOS, 2016). Assim, a microencapsulacdo é uma tecnologia
de inclusao de ingredientes sensiveis em vdrias matrizes, uma vez que os ingredientes sao
presos ou completamente cercados pelas matrizes protetoras (DE PRISCO; MAURIELLO,
2016).

A técnica de microencapsulacdo vem sendo amplamente utilizada com a finalidade de
estabilizar compostos sensiveis e pode ser um sistema transportador adequado para aumentar a
capacidade dos probidticos de resistir sob condi¢des extremas, como baixo pH e longo periodo
de armazenamento (ERATTE et al., 2018). Os processos de encapsulamento visam aumentar a

estabilidade do composto quando submetido as condi¢des adversas como temperatura,
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umidade, oxigénio e luz durante o processamento e armazenamento. Além disso, a
encapsulacdo tem como vantagem proporcionar a liberacdo controlada do composto sob
condi¢cdes especificas e no local de acdo desejado, proporcionando melhor atividade
(FIGUEIREDO et al., 2020).

De acordo com Shahidi e Han (1993), existem diferentes razdes para a aplicagdao da
microencapsulacdo na inddstria de alimentos, como reduzir a reatividade do material
encapsulado com fatores ambientais; diminuir a taxa de transferéncia do material encapsulado
para o ambiente externo; promover facil manuseio; controlar a liberacdo do material
encapsulado; mascarar o sabor e para diluir o material encapsulado quando esse deve ser usado
apenas em quantidades muito pequenas.

O processo de microencapsulacdo permite a utilizacdo de microrganismos probidticos
no sistema alimentar de forma eficiente, pois mantém a viabilidade estdvel, sendo esses
protegidos de condi¢cdes ambientais (ARSLAN-TONTUL; ERBAS, 2017). Além disso, a
microencapsulacdo tem a capacidade de melhorar o manuseio de culturas probidticas,
minimizando os efeitos nas caracteristicas dos produtos, pois impede que as cepas interajam
com a matriz, reduzindo seu impacto nas propriedades sensoriais (DE PRISCO; MAURIELLO,
2016).

Nesse caso, a estabiliza¢do ocorre porque o material da parede atua como uma barreira
fisica e de permeabilidade, consequentemente, a vida Tutil dos produtos contendo
microrganismos encapsulados pode ser prolongada. Varias técnicas de microencapsulagdo,
como spray drying, coacervacao complexa, emulsdes, extrusao, liofilizacdo, entre outras, foram

desenvolvidas (LUCAS et al., 2020). Algumas técnicas estdo apresentadas na Figura 1.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996907001238?casa_token=IYgRzdwrMWQAAAAA:Vs2ubY3BgMDRGpQEYFro-hLmhcdw46UV9KQgp2wuQr3nMAGb_5FabRu92X49zOTxGsKhxylPQQ#bib86
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Figura 1. Técnicas de microencapsulagdo utilizadas.

Dentre as técnicas de microencapsula¢do, o método mais utilizado para desenvolver
microparticulas é o spray drying, porque compreende os menores custos de producdo em nivel
industrial para o desenvolvimento de ingredientes ativos (BERNUCCI et al., 2017). E a técnica
mais empregada tanto na industria de alimentos como na industria farmacéutica devido a alta
flexibilidade do processo, baixo custo para producdo das microparticulas e possibilidade de
producdo em grande escala quando comparada com outras técnicas (ESTEVINHO et al., 2019).
Além disso, é amplamente utilizada para microencapsular diferentes tipos de compostos como
vitaminas ou microrganismos probidticos devido ao seu baixo tempo de processamento e alto
rendimento (POLEKKAD et al., 2021).

A técnica de spray drying consiste em uma operagao unitdaria onde um produto liquido
¢ atomizado em pequenas goticulas com cerca de 10 a 150 um através de um bico atomizador
em fluxo paralelo ao ar quente e seco com temperatura acima de 100 °C e, devido a esse
aumento da drea de interface ar-liquido ocorre o aumento da cinética de secagem e em poucos

segundos € obtido o p6 (GHARSALLAQUI et al., 2007, RADOSAVLIEVIC et al., 2022).
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O processo de microencapsulacdo de probidticos por spray drying estd descrito na

Figura 2.

4@ Entrada de ar aquecido - -
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0 j F} Saida do ar
0

Solugdo encapsulante — l K i i
(material de parede +
| Ciclon
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Figura 2. Microencapsulacdo de probidticos por spray drying.

De acordo com Vivek et al. (2023), este processo de secagem consiste em 4 etapas.
Inicialmente, a solu¢do contendo os microrganismos probidticos € submetida a atomizacao
através do bico atomizador, que converte o liquido em pequenas goticulas dentro da camara de
secagem, a0 mesmo tempo ocorre a entrada do ar aquecido de acordo com a temperatura de
entrada programada. Na segunda etapa, essas goticulas atomizadas entram em contato com ar
quente fornecido a camara de secagem. Como a solucdo encapsulante foi atomizada em
pequenas goticulas com uma extensa drea de superficie, ocorre um aumento nas taxas de
transferéncia de calor e massa. Na terceira etapa ocorre a evaporacdo da dgua presente nas
goticulas atomizadas e a formagdo das microparticulas contendo os probiéticos. Por fim, na
quarta etapa do processo as microparticulas formadas sdo carreadas para o ciclone que promove
um fluxo em espiral causando a sedimentac¢do das microparticulas no copo coletor.

A microencapsulacdo de probidticos por spray drying possui algumas vantagens tais
como ser um processo simples, rapido e econdmico, ser uma técnica flexivel, ter baixo custo
operacional e ser escalondvel (BUSTAMANTE et al., 2015; ZHANG et al., 2020). Entretanto,
a temperatura elevada utilizada na secagem pode reduzir a viabilidade do microrganismo
probidtico. Fatores como a temperatura de entrada da camara de secagem, direcao do fluxo de

ar, tipo de bicos e o material de parede utilizado podem influenciar na viabilidade do probidtico
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(SANTIVARANGKNA et al., 2007). Com isso, tais parametros empregados na secagem
podem determinar a eficiéncia da encapsulacdo e, consequentemente, as propriedades
funcionais e potenciais aplicacdes das microparticulas em diferentes matrizes, fazendo-se

necessario o estudo de novos materiais de parede capazes de promover prote¢ao ao probidtico.

3. Materiais de parede usados na microencapsulacio

Um fator importante na microencapsulacdo € a selecdo do material de parede ideal, o
qual deve possuir algumas caracteristicas como alta estabilidade, alta atividade emulsificante e
tendéncia a formar uma boa rede sendo capaz de evitar a separacdo do material do nicleo
durante o processo de secagem (POLEKKAD et al., 2021). Além disso, outras caracteristicas
como estrutura molecular, propriedades do filme, estabilidade da emulsificag¢do, propriedades
reoldgicas, tamanho das goticulas, teor de 4gua, rendimento, eficiéncia, distribui¢do de tamanho
de particula e densidade aparente sdo fatores decisivos que afetam as caracteristicas das
microparticulas (LU et al., 2021).

Os materiais de parede podem consistir em carboidratos, proteinas ou polissacarideos
de baixo peso molecular (VANDEN BRABER et al., 2020) e entre os varios materiais utilizados
nas técnicas de microencapsulacdo, goma ardbica, maltodextrina e amido modificado sdo os
materiais de revestimento mais empregados (RAVICHAIL; MUANGRAT, 2019). A protecao
do material do nicleo microencapsulado, ao passar pelo estbmago, pode ser aumentada usando
materiais de parede insoltiveis em dgua ou tratamentos apds microencapsulacio para diminuir
a solubilidade (ARSLAN et al., 2015). A sele¢ado da técnica de microencapsulacdo e o material
de parede sdo interdependentes. Portanto, com base no agente ou método de encapsulamento
aplicado, faz-se a selecdo de ambos.

Geralmente, os sistemas de parede de microencapsulacdo podem ser divididos em duas
categorias: material de parede do tipo unico (carboidratos, proteinas ou gomas hidrofilicas) e
materiais de parede do tipo misto (mais de um material/polimero associado). Os mecanismos
de microencapsulagado por trds da formacgao da estrutura parede/nticleo sao diferentes de acordo
com a classificacdo dos materiais da parede, bem como os componentes do nicleo (LU et al.,
2021).

Dentre os materiais de parede mais utilizados, encontram-se a gelatina que pertence ao
grupo das protefnas. E um material biodegradavel derivado do coldgeno que pode ser obtido a
partir da hidrdélise 4cida ou alcalina. Na extracdo dcida, a gelatina obtida € classificada como

Tipo A, apresenta ponto isoelétrico entre pH 7,0 e 9,0. Ja na hidrdlise alcalina, o produto é


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2772502222002037#bib0149
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denominado gelatina Tipo B e apresenta ponto isoelétrico entre pH 4,7 ¢ 5,5 (LU et al., 2021;
MO et al., 2021).

A gelatina ainda € a principal opcao comercial utilizada como material de parede devido
a sua excelente solubilidade em 4gua, capacidade de emulsificacdo, espessamento e alta
atividade de reticulacdo, que se deve a presenca de grupos amino primario (JAFARZADEH et
al., 2021). A estrutura polipeptidica da molécula de gelatina facilita suas interagcdes com outros
polimeros carregados com carga elétrica oposta, o que a torna um importante material de parede
(ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018). Entretanto, as solu¢des encapsulantes contendo
gelatina, mesmo em baixas concentragdes, apresentam alta viscosidade podendo acarretar
problemas durante a secagem no spray dryer.

Outro material de parede muito utilizado por spray drying € a maltodextrina devido ao
seu baixo custo, baixa viscosidade em alta concentracio de s6lidos, sabor neutro, boa protecao
contra oxidacdo e baixa capacidade de emulsificacio (KARRAR et al., 2021). Esse material de
parede consiste em um amido hidrolisado produzido a partir da hidrdlise parcial de amido com
acido ou enzimas, constituido por unidades D-glicose unidas por ligacdes glicosidicas (1,4). As
maltodextrinas podem ser classificadas pelo seu grau de hidrdlise, expresso em dextrose
equivalente (DE), que € a porcentagem de actcares redutores calculada como glicose em
relac@o ao seu peso seco de amido (LABUSCHAGNE, 2018).

Gomas como a goma carragena, goma xantana e goma guar também sao utilizadas na
microencapsulacdo por spray drying. As carragenas sdo polissacarideos neutros extraidos de
algas vermelhas (Rhodophyta) em trés tipos distintos de carragenina comercial (x-, 1- € A-
carragenina) apresentando diferencas em suas estruturas e propriedades quimicas
(CHAKRABORTY, 2017). A goma xantana, também muito utilizada como material de parede,
consiste em um polissacarideo extracelular de alto peso molecular que é produzido através da
fermentacdo da bactéria Xanthomonas campestres (CAl et al., 2019). Possui caracteristicas de
interesse, tais como ser um material incolor, insipido, inodoro e por apresentar estabilidade em
altas temperaturas e em condi¢des dcidas (JO; BAK; YOO, 2018).

O rendimento e eficiéncia da microencapsulacdo sdo parametros importantes para
verificar se os materiais de parede utilizados sdo adequados, pois estes interferem diretamente
no grau de incorporagdo do material do nicleo (encapsulado) e a qualidade do produto. Os
materiais de parede utilizados para microencapsulacdo de probidticos devem apresentar
caracteristicas que proporcionam maior estabilidade do composto, seguranga para 0 consumo,
alta solubilidade, baixa higroscopicidade, f4cil disponibilidade e ter baixo custo viabilizando a

aplicagdo na industria.
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Durante a dltima década, observa-se uma tendéncia de utilizar novos tipos
de biopolimeros como materiais de parede, sendo complementares ou substitutos completos de
materiais utilizados convencionalmente. Essa abordagem oferece propriedades “clean label”,
“green label” e promotoras de saude para as microcapsulas obtidas (SAMBORSKA et al.,
2021). Dessa forma, pesquisas estdo sendo realizadas a fim de encontrar compostos alternativos
e de baixo custo para o desenvolvimento desses materiais que podem ser considerados
“naturais” e utilizados na microencapsulacao afim de aumentar a estabilidade e a sobrevivéncia
de microrganismos probidticos (ABDOLHOSSEINZADEH et al., 2018; POURJAFAR et al.,
2018; RAMOS et al., 2018; SAMBORSKA et al., 2021).
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CAPITULO 2

Use of maltodextrin, sweet potato flour, pectin and gelatin as wall material for
microencapsulating Lactiplantibacillus plantarum by spray drying: Thermal resistance,

in vitro release behavior, storage stability and physicochemical properties

Abstract

Different plant products and co-products have been studied as wall materials for the
microencapsulation of probiotics due to the need for new lost-cost, abundant, and natural
materials. In this study, microparticles were developed by spray drying using different
combinations of conventional materials such as maltodextrin, pectin, gelatin, and agar-agar
with unconventional materials such as sweet potato flour to microencapsulate
Lactiplantibacillus plantarum. The microparticles obtained were evaluated for encapsulation
efficiency, thermal resistance, and rupture test. The most resistant microparticles were
characterized and evaluated for probiotic viability during storage and survival to in vitro
gastrointestinal conditions. Microparticles A (10 % maltodextrin, 5 % sweet potato flour, and
1 % pectin) and B (10 % maltodextrin, 4 % sweet potato flour, and 2 % gelatin) showed high
thermal resistance (> 59 %) and survival in acidic conditions (> 80%). L. plantarum in
microparticles A and B remained viable with counts > 6 log CFU.g"! for 45 days at 8 °C and
- 18 °C and resisted in vitro gastrointestinal conditions after processing with counts of 8.38 and
9.10 log CFU.g!, respectively. Therefore, the selected microparticles have great potential for
application in different products in the food industry, as they promote the protection and

distribution of probiotic microorganisms.

Keywords: microencapsulation, spray dryer, Lactiplantibacillus plantarum, plant products,

thermal resistance, storage, in vitro digestion.
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1. INTRODUCTION

Probiotics are microorganisms that confer beneficial effects on the host when
administered in adequate amounts (Hill et al., 2014). Foods with probiotics have become a
subject of great interest to the industry due to the potential health benefits when kept at counts
above 6 log CFU.g"! and consumed regularly (WHO/FAO, 2002).

Extrinsic factors such as temperature, humidity, oxygen as well as some steps in food
processing affect the survival of these microorganisms (Sarao & Arora, 2017). Furthermore,
the acidic pH of the stomach, bile salts, and digestive enzymes can affect the stability and,
subsequently, reduce the viability of probiotic microorganisms (Ester et al., 2019).

An alternative to minimize these damages to probiotics is the microencapsulation
technique, which can be defined as a process in which a highly sensitive component is coated
with a membrane or semipermeable matrix (Chen et al., 2009; Paula et al., 2019). The food
industry seeks microencapsulation as a possibility to stabilize sensitive compounds added
during processing steps, being a way to aggregate value to products and differentiate them in
the market (Da Silva, de Deus, Fonsenca, Lopes, & Cichoski, 2019).

Spray drying is one of the most used methods in the industry for the microencapsulation
of sensitive compounds due to its flexibility to work with different wall materials, low energy
consumption, and high production efficiency (Ré&, 1998). The process involves the dispersion
of the core material in a solution containing the wall material, this dispersion is homogenized
and atomized in the drying chamber leading to evaporation of the solvent (Martin, Lara-
Villoslada, Ruiz, & Morales, 2015).

Among the wall materials most used in the spray drying microencapsulation technique,
water-soluble polymers such as modified starch, whey protein, maltodextrin, Arabic gum, and
their combinations stand out to maintain the stability of the probiotic during drying (Arslan-
Tontul, & Erbas, 2017). Research is being carried out to find new alternative and low-cost
compounds for the development of wall materials that can be considered “naturals” and used in
microencapsulation to increase the stability of phytochemicals such as phenolic compounds
(Samborska et al., 2021; Jafari et al., 2022) and survival of the probiotic microorganism
(Ramos, Cerqueira, Teixeira & Vicente, 2018). Among the materials obtained from plant
sources, soy isolate protein (Chen, Liu, & Tang, 2020); carrot fiber (Nishad, Mir, & Walia,
2019); and by-products of orange juice (Kaderides, & Goula, 2019) have been studied. Sweet
potato (Ipomoea batatas L.) has become a relevant research topic in recent years due to its

nutritional and functional properties (Alam, 2021; Zhu, Mu, Ma, Sun, & Zhao, 2022; Sun et al.,
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2022; Liu, Zhou, Li, Tian, & Zhang, 2021). However, there is a gap in the literature regarding
studies that evaluated the use of this material to produce probiotic microparticles using the spray
dryer technique.

Therefore, the present study aimed to develop and characterize microparticles
containing Lactiplantibacillus plantarum using sweet potato flour as a wall material combined
with conventional materials and to evaluate the microparticles obtained for resistance to heat

treatment and survival of the probiotic to gastrointestinal conditions simulated in vitro.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

A culture of Lactiplantibacillus plantarum LP299V® was purchased from Jamieson™
Natural Sources (Canada). The sweet potato was purchased at a local supermarket in the city of
Vigosa (Brazil) and the tubers with the greatest homogeneity in size, maturity and without
physical defects such as cracks were selected. Maltodextrin was purchased from Gemacom
Tech (Brazil), gelatin was purchased from Gelita (Germany), and citrus pectin and agar-agar
were purchased from Adicel (Brazil). Other chemicals and enzymes used were: NaOH e NaH>
POy - 2H>0 (Synth, Sao Paulo, Brazil), HCI (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil), NaCl (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brazil), CazCO (QEEL, Sao Paulo, Brazil), pepsin isolated from the swine
gastric mucosa (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil), lipase from Penicillium camemberti
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil), pancreatin from swine pancreas (Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brazil), bovine bile (Sigma-Aldrich, Sdao Paulo, Brazil), Man-Rogosa-Sharpe culture
medium (MRS; Kasvi, Sao Paulo, Brazil), MRS broth (TM Media, Sao Paulo, Brazil), calcium
carbonate (QEEL, Sdo Paulo, Brazil) and bromocresol purple (Exodo Cientifica, Sdo Paulo,

Brazil).

2.2 Cultivation of the microorganism and growth conditions

The freeze-dried probiotic culture of Lactiplantibacillus plantarum 1LP299V®
(JamiesonTM Natural Sources) with 10 log CFU.g"!' was activated according to Paula et al.
(2019) with modifications, being cultivated twice in Man Rogosa and Sharp broth (MRS) and
incubated at 37 °C for 48 h. Subsequently, the broth was centrifuged at 5000 rpm for 10 min at
8 °C. The supernatant was removed, and the pellet was resuspended twice in a sterile saline
solution (0.85 %), followed by centrifugation at 5000 rpm for 10 minutes at 8 °C. The pellet
obtained showed counts around 12 log CFU.g!, similar counts were also found by Rosolen et
al. (2019) and Azizi et al. (2021). Then, the pellet was stored in sterile centrifuge tubes and kept

under refrigeration at 8 °C until the use.
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2.3 Development of microcapsules

To produce microcapsules, the wall materials used were sweet potato flour,
maltodextrin, gelatin, pectin, and agar-agar. These materials were chosen considering the cost,
availability, and ability to protect and maintain probiotic viability, as well as the inclusion of

"green" wall materials obtained from plant sources, such as sweet potato flour.

2.3.1 Preparation of sweet potato flour used as wall material

Sweet potato flour was prepared according to Simanca-Sotelo, De Paula, Dominguez-
Anaya, Pastrana-Puche, and Alvarez-Badel (2021) with modifications. Potatoes were immersed
in a solution containing 100 mg/L of active chlorine for 10 minutes. Subsequently, they were
rinsed in the same solution but with a concentration of 10 mg/L of active chlorine, and then the
tubers were peeled and cut into thin slices that were immersed in a 2 % citric acid solution for
5 minutes to avoid dimming. The slices were distributed in the trays of the drying oven with
circulation and renewal air (model SSDcr-85L, Solidsteel, Piracicaba, Sdo Paulo) and remained
for 8 hours at 65 °C, to reach a water content < 10%. Posteriorly, the dried slices were ground
in a basic analytical mill IKA® A11 B S32, 180 W). The flour was stored in polypropylene
packages that were sealed in a sealer (Selovac model Jumbo PLUS) and stored in a cool and

ventilated place until use.

2.3.2 Definition of formulations and preparation of the microencapsulating solutions
The concentrations of each wall material to produce microcapsules were defined in
pretests (data not shown) by assessing the solubility and viscosity of the material after thermal

treatment (121 °C/15 minutes). The treatments were defined as follows:

- Microparticle A: 10 % maltodextrin, 5 % sweet potato flour and 1 % pectin.
- Microparticle B: 10 % maltodextrin, 4 % sweet potato flour and 2 % gelatin.
- Microparticle C: 12.5 % maltodextrin, 3 % sweet potato flour and 0.5 % agar-agar.

- Microparticle D: 14 % maltodextrin, 2 % sweet potato flour.

In detail, to produce microencapsulating solutions, the wall materials (A, B, C, and D)
were dissolved in distilled water and mixed at 500 rpm for 1 hour using a magnetic stirrer
(Fisatom, Brazil, model 752A). Then, the solutions were filtered through a polyester fabric,
autoclaved at 121 °C for 15 minutes and cooled to 25 °C. Subsequently, the L. plantarum cell

suspension (prepared as described in item 2.2) was added to each encapsulation solution at a
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concentration of 5 % and mixed on a shaker table (Fisatom, Brazil, model 752A) at 350 rpm

for 10 minutes at 25 °C.

2.3.3 Production of L. plantarum microcapsules by spray dryer

To obtain the microparticles, the encapsulant solutions were dried in a benchtop Spray
Dryer (BUCHI® B-191), according to Braber et al. (2020) with modifications. The operating
parameters used for drying were an inlet temperature of 130 °C and an outlet temperature of
57 °C, with a feed flow of 0.25 L/h"' and a drying airflow of 3.00 m3/ min” ', After drying, the

powdered microparticles were stored in sterile vials.
2.4 Evaluation of resistance of the microparticles produced

2.4.1 Viability

One gram of microparticles was reconstituted in 9 ml of saline solution (0.85 %),
obtaining a 10"! dilution. The suspension was kept for 5 minutes at 25 °C under agitation on a
vortex mixer (KASVI® basic K45-2810) to release the probiotic cells (Arslan, Erbas, Tontul,
& Topuz, 2015). Then, viability was determined by counting lactic acid bacteria, according to
Richter & Vedamuthu (2001) using da Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS, Merck, Darmstadt,

Germany).

2.4.2 Encapsulation efficiency (EE)
The encapsulation efficiency (EE) is the survival rate of the microorganism during the
microencapsulation process, calculated according to Eq. (1), as proposed by Annan, Borza, &

Hansen (2008):
N Eq. (1)
EE(%) = —x 100
(%) No x
Where:
N: is the number of viable cells (log CFU.g!) released from the microparticles;
NO: number of free viable cells (log CFU.g™!) in the feed solution before the encapsulation

process.

2.4.3 Thermal resistance of microparticles
The resistance of the free cell (control) and microparticles were evaluated by dissolving

1 g of the samples in 9 ml of saline solution (0.85 %) and then subjected to thermal conditions
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of 63 °C for 30 minutes (come-up time: 3.57 min), 72 °C for 15 s (come-up time: 2.01 min) and
80 °C for 2 minutes (come-up time: 1.43 min), followed by immediate cooling until reaching
room temperature (Zhang, Lin, & Zhong, 2015). According to Pitarch et al. (2021), the come-
up time can be defined as the time required for the samples to reach the temperature defined in
the heat treatment. This factor is directly linked to the energy transfer rate, being lower in
equipment with higher efficiency (Santos, Leite Jinior, & Tribst, 2022). In this study, for heat
treatments at 72 °C and 80 °C, higher heating rates were used to simulate continuous processes.

The viable cell count was performed using the plate counting method described in item 2.4.1.

2.4.4 Microparticle rupture test

Two solutions were used to determine microparticle disruption: PBS buffer solution
(100 mM, pH 7.4) and 0.5 % saline (mv ') pH 2.0 containing 3 mg.mL"! pepsin. For this
purpose, 0.1 g of the sample was resuspended in 1 mL of each solution, mixed by vortex, and
maintained on a shaker at 150 rpm at 37 °C for 120 min (Rosolen et al., 2019). The viable cell

count was performed using the plate counting method described in item 2.4.1.

2.5 Characterization of selected microparticles

The treatments (microcapsules A and B) that showed the highest encapsulation
efficiency, thermal resistance, and acid pH resistance were characterized in terms of
physicochemical properties such as water activity, water content, hygroscopicity, solubility.
The microparticles morphology, probiotic viability at different storage temperatures, and in

vitro gastrointestinal simulation were also performed.

2.5.1 Water activity
Water activity was determined using a water activity meter. (Aqualab 4TE, Decagono

Devices, Pullman, Washington, EUA) at 25 °C.

2.5.2 Water Content
The water content of the microparticles was gravimetrically determined with heat
(AOAC, 2000). For this analysis, 2 g of the microparticles were weighed and spread evenly

into dried metal capsules and dried at 105 °C (x 2 °C) until they reached a constant mass.
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2.5.3 Hygroscopicity

Hygroscopicity of the samples was measured according to the method described by Cai
& Corke (2000). About 1.0 g of microparticles were placed in a Petri dish and stored in a
container with a NaCl saturated solution (UR 75.29 %) for one week. Hygroscopicity was

expressed as g of water absorbed per 100 g of sample (%).

2.5.4 Solubility

One gram of microparticles was transferred to a Falcon tube containing 100 mL of
distilled water. The sample was shaken until complete dispersion and centrifuged at 3000 rpm
for 5 min. A 25 mL aliquot of the supernatant was transferred to a dry, weighed aluminum plate,
which was kept at 105 °C to remove moisture (Cano-Chauca, Stringheta, Ramos, & Cal-Vidal,

2005). Then the solubility (%) was calculated by weight difference.

2.5.5 Morphology and average particle size

Morphology of the microparticles was assessed by Scanning Electron Microscopy
(SEM) (TM3000, HITACHI®), with 800x magnification. The average particle size was
determined using ImageJ 1.501 software (Pitigraisorn, Srichaisupakit, Wongpadungkiat, &

Wongsasulak, 2017).

2.5.6 Viability of the probiotic in microparticles at different storage temperatures
The microparticles were stored at room temperature (25 °C), under refrigeration (8 °C),
and under freezing (—18 °C) for 45 days. Viable cell counts were evaluated at 0, 9, 18, 27, 36,

and 45 days of storage according to item 2.4.1., and the results were expressed as log CFU-g .

2.5.7 In vitro simulation of gastrointestinal conditions

After processing of the microparticles containing the probiotic microorganism (A and
B), the methodology described by Bedani, Rossi, & Saad (2013) was used to simulate the 3
phases: gastric, enteric I and enteric II.

In the gastric phase, 10 mL aliquots of the 107! dilution of microparticles were
transferred to sterile 100 mL flasks where the pH was adjusted to 2.3-2.6 with 1 N HCI.
Subsequently, porcine mucosa from porcine stomach (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil) and
lipase Penicillium camemberti (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil) were added to the
concentration of 3 g-L! and 0.9 mg-L !, respectively. The flasks were incubated at 37 °C for 2
h with shaking at 150 rpm in a SOLAB shaker incubator (SL 222).
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In enteric phase I, the pH was adjusted to 5.4-5.7, using alkaline solution (pH 12, 1 N
NaOH and NaH;PO4-2H>0), also containing bovine bile (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil)
and pancreatic swine pancreatin (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil) at concentrations of 10 g-L°
Vand 1 g-L!, respectively. The vials were re-incubated at 37 °C for 2 h with shaking.

In enteric phase II, the pH of the enteric phase I system was elevated to 6.8—7.2 using
the same alkaline solution. Bovine bile and pancreatin were then added at concentrations of 10
g- L' and 1 g-L"!, respectively. The systems were again incubated at 37 °C for 2 h with shaking,
totaling 6 h of test.

The counting of surviving cells after each phase of the gastrointestinal simulation was
performed by removing 1 mL of aliquots that were diluted in saline. The count of probiotic
bacteria was performed as described in item 2.4.1, but the release mechanism was not applied
(stirring for 5 minutes) precisely to verify the ability of the microparticle to break and release

the probiotic.

2.6 Statistical analysis
The data were submitted to analysis of variance (ANOV A) using the F test followed by
Tukey's means comparison test at a level of 5 % significance. For this, the software RStudio®,

version 1.4.1717 was used.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Resistance of the microparticles produced
3.1.1 Viability e encapsulation efficiency (EE)

The viability of the probiotic cells before and after drying was observed and the
encapsulation efficiency (%) was calculated (Table 1). Microparticles A and B showed higher
L. plantarum counts after spray drying compared to microparticles C and D (p < 0.05).
Consequently, these microcapsules showed higher values of encapsulation efficiency (p <
0.05). However, regardless of the microcapsule used, the EE values obtained (> 85 %)
demonstrate a high survival of the microorganism after drying.

The high survival indices obtained in the present work may be related to both the
encapsulating matrices used and the concentration of the wall material (16 % m/v), since a
solids concentration of around 20 % in the feed solution is one of the best conditions to ensure

high viability after drying (Huang et al., 2017).
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Table 1. Count of Lactoplantibacillus plantarum and encapsulation efficiency (%) after spray

drying.
Microparticle Izlf gIgF%'):gl Ill;g gggég{}’ :gnlg) EE (%)
A 10.14 +£ 0.86% 9.60 + 0.29% 94.67 £1.21%
B 10.03 £0.47* 9.41 +0.08* 93.82 +0.89?
C 9.56 +0.12° 8.17 £0.34¢ 85.46 + 0.64°
D 10.09 +0.25% 8.69 +0.67° 86.12 +0.93°

EE: encapsulation efficiency. *Means followed by the same letter in the column do not differ
by Tukey's test at 5% probability. A: microparticle containing 10% maltodextrin, 5% sweet
potato flour, 1% pectin and 5% L. plantarum pellet; B: microparticle containing 10%
maltodextrin, 4% sweet potato flour, 2% pectin and 5% L. plantarum pellet; C: microparticle
containing 12.5% maltodextrin, 3% sweet potato flour, 0.5% agar-agar and 5% L. plantarum
pellet; D: microparticle containing 14% maltodextrin, 2% sweet potato flour and 5% L.
plantarum pellet.

Among the treatments evaluated, microparticles A and B containing higher amounts of
sweet potato flour, 5 % and 4 %, respectively, and combined with gelatin and pectin showed
high viability of L. Plantarum after drying. Sweet potato is composed of about 50-80 % starch
(Zhu, Yang, Cai, Bertoft, & Corke, 2011). From the total starch content, about 25 % correspond
to resistant starch fractions (Trung et al., 2017). However, the resistant starch content can
increase depending on the treatment used in the vegetable. Some studies have shown that after
heat treatment, there is an increase in the resistant starch content present in sweet potatoes, with
concentrations ranging from 11,44 to 39,30 % (Huang et.al., 2016; Trung et al., 2017; Na et al.,
2020; Ye, Li, & Zhao, 2020). According to the results (Table 1), this new wall material did not
affect the encapsulation efficiency and maintained the viability of L. plantarum above 8 log
CFU.g"! after drying, which is a promising result. Results from other works shows the
importance of the presence of resistant starch on probiotic viability. To exemplify, Nunes et al.
(2018) evaluated different wall materials to microencapsulate Lactobacillus acidophilus by
spray drying and microparticles with the addition of resistant starch (hi maize) and with inulin

showed the best viability and provided the highest survival rates of 94.26 %. and 93.12 %,

respectively.

3.1.2 Thermal resistance of microparticles

The viability of the probiotic microorganisms was performed before and after three
different heat treatments and the survival rate was calculated (Figure 1). In low temperature and
long time (LTLT) pasteurization (63 °C for 30 min), the survival rate of microparticles A and
B was higher compared to free cells and microparticle D (p < 0.05). Among those evaluated, it

is worth highlighting the microparticle A, which showed a thermal survival of 66.84 % of L.
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plantarum. The temperature of 63 °C for a long period is capable of unfolding the structural
order of macromolecules, such as nucleic acids and proteins of bacterial cells, breaking bonds
and destroying monomer units causing cell death (Ashwar, Gani, Gani, Shah, & Masoodi,

2018).

Survival rate (%o) Survival rate (%) Survival rate (%)
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Figure 1. Thermal resistance of microparticles containing L. plantarum in different thermal
treatments. *Means followed by the same letter in the column (survival rate - %) or in the same
thermal process (L. plantarum count — log CFU.g’") do not differ by Tukey's test at 5%
probability. Free cell composed of 100% L. plantarum pellet (B); Microparticle A (H):
containing 10% maltodextrin, 5% sweet potato flour, 1% pectin and 5% L. plantarum pellet;
Microparticle B (* ): containing 10% maltodextrin, 4% sweet potato flour, 2% gelatin and 5%
L. plantarum pellet; Microparticle C (M ): containing 12.5% maltodextrin, 3% sweet potato
flour, 0.5% agar-agar and 5% L. plantarum pellet; Microparticle D (M): containing 14%

maltodextrin, 2% sweet potato flour and 5% L. plantarum pellet.

In the high temperature and short time (HTST) pasteurization (72 °C for 15 s), all
microparticles showed a higher survival rate compared to the free cells, which showed a
reduction in viability (p < 0.05). In the heat treatment of 80 °C for 2 min, the microparticles A
and B showed a higher survival rate compared to other samples (p < 0.05).

Based on the survival rates, it is possible to observe similar values for the different
samples regardless of the temperature applied. This similarity is due to heat death at the come-
up time, as well as heat death during the applied time/temperature binomial. In thermal

processes at lower temperatures, the come-up time was higher (as presented in the material and
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methods section), since the come-up time was simulated in small (LTLT) or large (HTST) scale
equipment.

In all binomials evaluated, microparticles A and B showed the highest survival rates of
L. plantarum, this characteristic is directly related to the type and concentration of the wall
material used. In the preparation of microparticles A and B, the highest concentrations of sweet
potato flour were added, 5 % and 4 % respectively, which has starch as the main component,
especially resistant starch after microcapsule processing (Trung et al., 2017). Thus, these results
can also be linked to the higher content of resistant starch present in these microcapsules.
According to the literature, resistant starch can create a protective barrier between the
microorganism and the external environment (Ashwar et al., 2018; Nunes et al., 2018). Ashwar
et al. (2018) encapsulated Lacticaseibacillus casei, Levilactobacillus brevis, and
Lactoplantibacillus plantarum with resistant starch through the emulsion method and evaluated
the survival of free and microencapsulated Lactobacillus exposed to temperatures of 55, 65 and
75 °C for 10 min. Resistant starch microcapsules showed good thermal stability with a reduction
of 0.30 log CFU.g!. However, free cells were sensitive to heat treatment, with a reduction of
approximately 6 log CFU.g!.

The results found are promising to enable the application of probiotic microorganisms
at an industrial level, during the processing stages, and even before heat treatment, since the
evaluated microparticles were sufficient to maintain the stability of the probiotic under adverse
conditions such as high temperature. Furthermore, resistant starch is widely used in the food
industry as a raw material due to its characteristics similar to those of dietary fiber, high thermal
stability, and health benefits (Sun et al., 2022). In this sense, taking into account the
manufacture of food, the application of microparticles A and B can be extremely advantageous,
as it was able to maintain the viability of the probiotic in viable amounts to promote benefits

even after different heat treatments.

3.1.3 Microparticle rupture test

In the acid condition (pH 2.0), microparticles A, B, and C showed a higher survival rate
compared to microparticle D and free cells (p < 0.05) (Figure 2). Specifically, microparticles
A, B, and C maintained the viability of L. plantarum at approximately 80 %. However, the
microparticle D and the free cell, when subjected to acidic conditions, showed a survival rate
of 54.30 % and 53.33 % of the probiotic microorganism, respectively. On the other hand, under
basic conditions (pH 7.4), there was an increase (p < 0.05) of L. plantarum viability, especially

in microparticles A and B. These results suggest that the microorganism was released from the
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microcapsules and reacted in different ways depending on the pH of the solution during the two
hours of the test. At alkaline pH, possibly the microorganism found favorable conditions to
maintain viability and used wall materials (especially from microcapsules A and B) as substrate
for growth. Oppositely, at acid pH (2.0), the reduction in microbial count may be correlated

with the acid stress conferred by the environmental conditions.
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Figure 2. Rupture test of microparticles containing Lactoplantibacillus plantarum under
different pH conditions. *Means followed by the same letter in the column (survival rate - %)
or in the same rupture pH (L. plantarum count — log CFU.g!) do not differ by Tukey's test at
5% probability. Free cell composed of 100% L. plantarum pellet (M); Microparticle A (H):
containing 10% maltodextrin, 5% sweet potato flour, 1% pectin and 5% L. plantarum pellet;
Microparticle B ("): containing 10% maltodextrin, 4% sweet potato flour, 2% gelatin and 5%
L. plantarum pellet; Microparticle C (M): containing 12.5% maltodextrin, 3% sweet potato
flour, 0.5% agar-agar and 5% L. plantarum pellet; Microparticle D (M): containing 14%

maltodextrin, 2% sweet potato flour and 5% L. plantarum pellet.

3.2 Characterization of selected microcapsules

3.2.1 Water activity, water content, hygroscopicity and solubility
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After evaluating the different microparticles, the microparticles A and B were selected
due to greater encapsulation efficiency and higher survival rate of the probiotic when submitted
to different thermal conditions and acidic pH. The physical properties of powders have direct
implications for the quality, useful life, cell viability, storage stability, and protection of
probiotic bacteria (Yoha & Moses, 2020). Thus, the results presented in Table 2 refer to the two

selected microparticles.

Table 2. Characterization of selected microparticles.

Water content  Hygroscopicity

Microparticle aWw (%) (2.100 g') Solubility (%)
A 0.431 £0.003 a 6.23+0.14 a 8.13+0.46 a 77.90 +4.39 a
B 0.376 +£0.001 b 528+0.56Db 8.36 +0.19 a 79.03+495a

*Means followed by the same letter in the column do not differ by Tukey's test at 5%
probability. A: microparticle containing 10% maltodextrin, 5% sweet potato flour, 1% pectin
and 5% L. plantarum pellet; B: microparticle containing 10% maltodextrin, 4% sweet potato
flour, 2% gelatin and 5% L. plantarum pellet.

Although statistically different, the water activity (aW) and water content of
microparticles A and B showed similar values with aW ranging from 0.38-0.43 and water
content of 5.3-6.2 %, respectively. For powdered products, a water activity of around 0.3 is
recommended to promote product stability and ensure its microbiological quality (Baysan,
Kabadurmus, Cevikcan, Satoglu, & Durmusoglu, 2019; De Castro-Cislaghi, Carina Dos Reis,
Fritzen-Freire, Lorenz, & Sant’Anna, 2012). In addition, for the water content of the
microparticles, both are within the range considered ideal for microbial and chemical stability
(~6%), prolonging probiotic powders' shelf life (Liao et al., 2017). Thus, the selected
microparticles are within the standards for spray-dried products.

According to Rajam & Anandharamakrishnan (2015), the inlet and outlet temperatures
of the spray dryer directly influence the water content of the powders, an essential parameter to
maintain the stability of dry products and maintain the probiotic viability. Barajas-Alvarez et
al. (2022) used different wall materials to microencapsulate Lactobacillus rhamnosus HNOO1
by spray dryer (outlet temperature 60 + 1 °C) and found results similar to the present work, with
water content ranging from 5.93-7.41 %. Azizi et al. (2021) evaluated the microencapsulation
of Lactobacillus rhamnosus by different techniques using sesame protein isolate. The
microcapsules obtained by the spray dryer technique showed humidity around 6.7 to 7.3 % and
greater probiotics survival compared to the lyophilization and electrospray techniques. In

general, lower water content and water activity are preferred for better stability of dry products.
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However, powders containing probiotic microorganisms with very low water contents (< 2 %)
and water activity (<0.1) may affect some cell components, such as the cell membrane, reduce
cell metabolism and, consequently, decrease the probiotic viability (Dianawati, Mishra, &
Shah, 2016). Therefore, based on these points, the values obtained in this study are within the
expected range for adequate microbial viability and microcapsule stability.

Hygroscopicity is a characteristic that depends on the number of hydrophilic groups
present in the food structure capable of binding to water molecules that are present in the
surrounding air (Sipailiené & Petraityté, 2018). According to Table 2, there was no difference
(p > 0.05) in hygroscopicity between microparticles A and B.

The selected microparticles containing L. plantarum also showed no difference (p>0.05)
in terms of solubility. Both microparticles A and microparticle B presented solubility above
75 %, which is an important characteristic to facilitate the addition of these powders in different

food matrices, since a high solubility requires a shorter time to start rehydration of the surface.

3.2.2 Morphology and average particle size of microcapsules

The microparticles showed a spherical shape with irregularity and surface roughness
(Figure 3), in addition to various sizes and agglomerates, with superficial fissures, but without
rupture of the microcapsule, which confirms its good structural integrity. The different
microparticles produced have a spherical shape, with some concavities, which is a typical

characteristic of products obtained by spray drying (Fritzen-Freire et al., 2012).

HL D.4 x800 100 um HL D44 x800 100 um
Figure 3. Scanning Electron Microscopy (SEM) images. (A): microparticles A containing 10%

maltodextrin, 5 % sweet potato flour, 1 % pectin and 5 % L. plantarum pellet; (B):
microparticles B containing 10 % maltodextrin, 4 % sweet potato flour, 2 % gelatin and 5 % L.

plantarum pellet.
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For the particle size, there was a variation from 5.89 to 18.94 um for the different
microparticles containing L. plantarum. Similar variations were identified by Nunes et al.
(2018) in microparticles containing Lactobacillus acidophilus La-5 that had sizes ranging from
6.68 to 19.30 um. The particle size depends on the different properties of the wall materials
used, and less variation between the sizes of the microparticles is desirable to ensure

homogeneity and quality when applied to foods (Burgain, Gaiani, Linder, & Scher, 2011).

3.2.3 Viability of the probiotic in microparticles at different storage temperatures

The selected microparticles were evaluated for the viability of the probiotic L.
plantarum under different storage conditions, at room temperature (25 °C), refrigeration (8 °C),
and freezing (-18 °C) at times 0, 9, 18, 27, 36 and 45 days. Microparticles stored at 25 °C
(Figure 4) present a marked decline in cell viability during the storage period. After the 9th day,
the evaluated microparticles had probiotic cell viability below 6 log CFU.g™!, a factor that
compromises the delivery of these probiotics at the site of action to promote health benefits.
Furthermore, no viable L. plantarum cells were detected in microparticles B after 27 days at
25 °C and in the microparticle A after 36 days of storage. Thus, the immediate use of these
microparticles is indicated after drying to avoid reducing the viability of the probiotic when

stored at a temperature of 25 °C.
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Figure 4. Survival of L. plantarum in microparticles stored at different temperatures for 45
days. A: microparticle containing 10% maltodextrin, 5% sweet potato flour, 1% pectin and 5%

L. plantarum pellet; B: microparticle containing 10% maltodextrin, 4% sweet potato flour, 2%
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gelatin and 5% L. plantarum pellet. Different upper-case letters indicate a significant difference
(p<0.05) between samples at the same time. Different lower-case letters indicate significant

difference (p<0.05) over time for each sample.

Reyes, Chotiko, Chouljenko, & Sathivel (2018) evaluated the viability of
microencapsulated Lactobacillus acidophilus with high content of corn starch, maltodextrin
and gum arabic by spray dryer under different storage conditions for 60 days and found that the
microparticles stored at 23 °C showed reduced probiotic viability after the 20th day, with counts
< 6 log CFU.g"!, which compromises the health benefits.

On the other hand, the microparticles stored under refrigeration (8 °C) maintained the
viability of the probiotic microorganism for 45 days (Figure 4) with counts above 7 log
CFU.g !. The concentration and wall materials used in microparticles A and B protected and
preserved the viability of L. plantarum during the 45 days of storage at 8§ °C. On the 45th day
of storage, microparticle B showed higher cell viability than microparticle A, with 8.75 and
7.55 log CFU.g’!, respectively.

When evaluated at freezing temperature (-18 °C), microparticles A and B also
maintained the viability of L. plantarum during the 45 days of storage (Figure 4). The
microparticles differed significantly (p < 0.05) regarding the viability of the probiotic over the
storage time. However, all counts were above 7 log CFU.g”!, which is ideal to generate

beneficial effects for the host.

3.2.4 In vitro simulation of gastrointestinal conditions

The release and survival of probiotic microorganisms to gastrointestinal conditions is
critical to ensure the delivery and access of these microorganisms at the site of action and
survival in sufficient quantities to promote health benefits. The selected microparticles were
submitted to in vitro gastrointestinal resistance simulation and the microencapsulated probiotic
and free cell viability were calculated and represented in log CFU.g™! at baseline and after
exposure to simulated gastric and intestinal fluids (Figure 5).

In the gastric phase, there was a difference (p < 0.05) between microparticles A and B,
in relation to the free cell, which reduced 6.04 log CFU.g™!, while the microparticles reduced
1.33 and 1.88 log CFU.g"!, respectively, when exposed to acidic pH. These results demonstrated
how the microparticles developed were able to maintain the stability of the probiotic under
acidic pH conditions (2.0-2.5) and in the presence of enzymes, such as lipase and pepsin (Figure

5).
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The wall materials must protect the probiotics from the acid pH of the stomach and other
stressful conditions and allow a total or controlled release of these microorganisms under
specified conditions (Razavi et al., 2021). In terms of structure, the microparticles obtained by
spray drying have the shape of a multinucleated sphere, this factor allows the probiotic to be
released gradually until it reaches the intestinal phase, where the best conditions for total release
are found, with a pH around 6.0-7.0 (Fang & Bhandari, 2010; Haffner, Diab & Pasc, 2016). In
enteric phases I and II, microparticles A and B showed higher resistance compared to the free
cell (p < 0.05) (Figure 5). After enteric phase II, microparticles A and B finished the in vitro
gastrointestinal simulation with a reduction of 1.87 and 2.20 log CFU.g"!, respectively, when
compared to the initial viability (Figure 5). While the free cell reached the last phase with a
reduction of 5.39 log CFU.g ™. In the last phase, simulation of the small intestine, the viability
of the probiotic is essential, because the microorganism needs to reach this location in sufficient
quantities to promote benefits to the organism, usually at counts greater than 6 log CFU.g"!

(WHO/FAO, 2002), values that were reached by microparticles A and B.

4 W Free cell ®Microparticle A = Microparticle B

—
[\
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Figure 5. Survival of free and microencapsulated L. plantarum under in vitro simulated
gastrointestinal conditions. Free cell (W); Microparticle A (M): containing 10% maltodextrin,
5% sweet potato flour, 1% pectin and 5% L. plantarum pellet; Microparticle B (") containing
10% maltodextrin, 4% sweet potato flour, 2% gelatin and 5% L. plantarum pellet. INITIAL:
before the simulation; GF: gastric phase; EF-I: enteric phase I; EF-1I: enteric phase II; Different

upper-case letters indicate a significant difference (p<0.05) between samples at the same phase.
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Different lower-case letters indicate significant difference (p<0.05) for the same sample over

the phases.

Therefore, microparticles A and B were able to release the nucleus at the site of action
(intestinal phase) and maintain the stability of the microorganism in relation to the free cell and
their use is promising. These results corroborate those of Braber et al. (2020), who reported
increased resistance of microencapsulated probiotic microorganisms when exposed to
simulated gastrointestinal conditions compared to free cell survival.

The positive results obtained from the in vitro assay are associated with the
encapsulation efficiency and with the stability of the encapsulating material (Calabuig-Jiménez
et al., 2019). The wall materials used were fundamental to protect L. plantarum from adverse
conditions caused by pH changes and the addition of digestive enzymes.

Protein-based wall materials such as gelatin have fewer polar groups than
polysaccharides, and this feature contributes to keeping the acidic effect out of the microparticle
core (Arslan, Erbas, Tontul, & Topuz, 2015). Another wall material with important
characteristics is pectin, which is an important alternative to transport probiotic microorganisms
because it can be degraded in the presence of pectinolytic enzymes present in the intestine and
cause the release of probiotic microorganisms at the site of action (Heumann et al., 2020).

Resistant starch present in sweet potato flour also contributes to the delivery of viable
and metabolically active L. plantarum to the intestine (Crittenden et al., 2001; Mortazavian et
al., 2008). De Albuquerque et al. (2020) evaluated different varieties of sweet potato (Ipomoea
batatas L.) roots grown in Northeast Brazil in relation to potential prebiotic properties. The
results showed that white and purple peel sweet potato flours have varying levels of fiber,
resistant starch, fructooligosaccharides, phenolic compounds, and sugars. These flours led to
positive prebiotic activity scores with probiotic strains of L. acidophilus, L. casei, and B.
animalis, indicating their ability to selectively stimulate beneficial bacteria while limiting
enteric competitors. Therefore, considering the results obtained in this study, it is worth
highlighting the potential of this matrix in the production of L. plantarum-carrying

microcapsules.

4. CONCLUSION
The use of sweet potato flour as a component of microparticle wall material was reported
for the first time and demonstrated that when combined with conventional materials such as

maltodextrin, pectin and gelatin it is a promising alternative for carrying probiotic
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microorganisms. The microparticles were resistant to heat treatment and acidic pH conditions,
presented acceptable physicochemical characteristics, and maintained the viability of the
probiotic during storage under refrigeration and freezing. Microparticles A and B protected L.
plantarum during simulated in vitro gastrointestinal conditions, ensuring high survival (>8 log
CFU.g!) after large intestine simulation, ideal for promoting consumer benefits. Therefore,
composite matrices containing combinations of sweet potato flour, maltodextrin, gelatin and
pectin are good wall materials for probiotic microorganisms, easy availability, low cost and

potential properties for industrial use.
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CAPITULO 3

Farinha de yacon (Smallanthus sonchifolius) como material de parede para
microencapsulaciao de Lacticaseibacillus rhamnosus GG: caracterizaciao das

microparticulas e adicao em geleia de pitaya
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CAPITULO 3

Farinha de yacon (Smallanthus sonchifolius) como material de parede para
microencapsulacao de Lacticaseibacillus rhamnosus GG: caracterizaciao das

microparticulas e adicao em geleia de pitaya

Resumo

Ingredientes prebidticos sdo comumente utilizados para estabilizar ou até mesmo para aumentar
a viabilidade dos microrganismos probidticos em alimentos. Diferentes prebidticos ja foram
utilizados como material de parede para a microencapsulacdo de probidticos por spray dryer.
Neste estudo, foram desenvolvidas microparticulas, por spray drying, utilizando farinha de
yacon, rica em oligossacarideos, combinada com materiais convencionais como maltodextrina
e gelatina para microencapsular Lacticaseibacillus rhamnosus GG. As microparticulas obtidas
foram avaliadas quanto a eficiéncia da encapsulacdo, a resisténcia do probidtico ao calor e as
variacoes de pH. A microparticula mais resistente foi selecionada. Apds a selecdo, a
microparticula foi caracterizada e avaliada em relacdo a viabilidade do probidtico durante 120
dias em diferentes condicdes de armazenamento (-18, 8 e 25 °C), sobrevivéncia as condi¢des
gastrointestinais in vitro e seu comportamento em geleia de pitaya. Dentre os tratamentos
avaliados, a microparticula contendo 11,11% maltodextrina, 2,22% gelatina e 6,67% farinha de
batata yacon apresentou eficiéncia de encapsulagdo de 69,92%, alta resisténcia térmica (> 64%)
do probidtico e sobrevivéncia do mesmo em pH acido (> 76%). Durante o armazenamento por
120 dias, o probidtico permaneceu vidvel na microparticula com contagens > 6 log UFC.g"! sob
congelamento e resistiu as condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro com cerca de 5,64 log
UFC.g! das células vidveis. A microparticula proporcionou alta sobrevivéncia (> 70%) do
probidtico apds 60 dias de estocagem a 8 °C em geleia de pitaya causando pequenas variagdes
no pH e na viscosidade do produto. Assim, acredita-se que a microparticula composta por
maltodextrina, farinha de batata de yacon e gelatina pode carrear e proteger L. rhamnosus GG
durante etapas de processamento e armazenamento de geleia, sendo uma nova alternativa a ser
utilizada na tecnologia de microencapsulacio por spray drying e desenvolvimento de alimentos

potencialmente simbidticos.

Palavras-chaves: alimento funcional, geleia, Lacticaseibacillus rhamnosus GG, prebidtico,

spray dryer.
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1. Introducao

A microencapsulacdo tem sido considerada uma técnica eficiente e inovadora capaz de
estabilizar e manter a viabilidade de microrganismos probidticos adicionados em produtos
alimenticios. Além disso, é importante para garantir a sobrevivéncia dos probidticos durante a
passagem pelo sistema gastrointestinal, pois € essencial que os probidticos cheguem ao local de
acdo em quantidades suficientes para fornecer beneficios a saide (Abbas et al., 2022; Saeed et
al., 2022). Entre esses beneficios se destacam a atividade antimicrobiana, atividade
antioxidante, atividade imunomoduladora, contribui¢do com o equilibrio microbiano intestinal
e saude geral (Feng e Wang, 2020; Saadat, Khosroushahi, & Gargari, 2019).

Dentre as técnicas de microencapsulacdo utilizadas, spray drying é uma operacao
unitdria em que o liquido ¢ atomizado em pequenas goticulas com cerca de 10 a 150 um através
de um bico atomizador em fluxo paralelo ao ar quente e seco com temperatura acima de 100 °C
sendo o p6 obtido em poucos segundos (Radosavljevi¢ et al., 2022; Gharsallaoui, Roudaut,
Chambin, Voilley, Saurel 2007).

E um método amplamente utilizado para ingredientes ativos na industria alimenticia,
farmacéutica e agricola devido ao seu baixo custo, boa estabilidade do produto final e
eficiéncia de encapsulamento relativamente alta (Nufiez-Ramirez et al., 2021). Com esta
tecnologia é possivel criar microparticulas em pd, de facil manuseio, a partir de uma solucao
liquida, em uma operagdo simples e facilmente escalonavel.

Além da técnica utilizada na microencapsulagdo, a escolha do material de parede ideal
€ fundamental para promover a protecao necessdria, manter a sobrevivéncia do probidtico,
alcancar alta eficiéncia de encapsulamento e propriedades fisicas adequadas. A utilizacdo de
materiais de parede de fontes biodegradaveis, consideradas como “verdes”, obtidos através de
métodos sustentdveis € uma tendéncia atual no encapsulamento por spray dryer (Samborska et
al., 2021).

Nesse sentido, a fim de garantir um maior rendimento de encapsulamento, maior
resisténcia dos probidticos ao estresse gastrointestinal e competicdo favordvel com a microbiota
presente no intestino, alguns compostos considerados como prebidticos estdo sendo
adicionados na matriz de revestimento das microcdpsulas desenvolvidas (Yuan, Hu, He, Hu, &
Liu, 2023; Fiocco et al., 2020; Raddatz et al., 2020; Peredo et al., 2016). Prebidticos sido
substratos utilizados seletivamente por microrganismos hospedeiros conferindo beneficios a

saide (Gibson et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2772502222002037#bib0001
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https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/antioxidant-capacity
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643822009860#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643822009860#bib27
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/encapsulation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/encapsulation
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X23000668#bib15
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As raizes tuberosas de yacon (Smallanthus sonchifolius), nativas da regido andina da
América do Sul, possuem sabor adocicado e contém, principalmente, carboidratos de baixa
energia e fibras insoltveis, como frutooligossacarideos (FOS’s) e inulina, sendo considerado
como uma fonte de prebidticos, capazes de promover beneficios a saide do consumidor como
a reducdo de doencas cronicas, redu¢do do niveis glicémicos, regulacdo do peso corporal e
diminui¢do do risco de cancer de célon (Genta et al., 2009; Campos et al., 2012; Fernidndez et
al., 2013; Dwivedi, Sahrawat, Puppala, & Ortiz, 2014; Salinas, Alvarado, Bergenstahl, &
Tornberg, 2018; Reis et al., 2021).

Sdo escassos na literatura estudos sobre a avaliacio da farinha de yacon como material
de parede para microencapsulacdo de microrganismos probidticos. Portanto, o presente estudo
teve como objetivo desenvolver e caracterizar microparticulas contendo Lacticaseibacillus
rhamnosus GG usando farinha de batata yacon como material de parede combinada com
materiais convencionais, avaliar a incorpora¢do da microparticula desenvolvida em geleia de

pitaya e acompanhar estabilidade do produto ao armazenamento.

2. Material e métodos
2.1 Materiais

A cultura de L. rhamnosus GG ATCC53103 foi adquirida da Culturelle® (EUA). A
batata yacon foi adquirida em supermercado local da cidade de Vicosa (Brasil) e foram
selecionados os tubérculos com maior homogeneidade de tamanho, maturidade e sem defeitos
fisicos. A maltodextrina foi adquirida da Growth Supplements (Brasil) e a gelatina foi adquirida
da Gelita (Alemanha). Outros produtos quimicos € enzimas utilizados foram: NaOH e NaH>
PO4 - 2H>0 (Synth, Sao Paulo, Brasil), HCI (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), NaCl (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil), Ca3CO (QEEL, Sao Paulo, Brasil), pepsina isolada de mucosa
géstrica suina (Sigma-Aldrich, S3o Paulo, Brasil), lipase de Penicillium camemberti (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil), pancreatina de pancreas suino (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil),
bile bovina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), meio de cultura Man-Rogosa-Sharpe (MRS;
Kasvi, Sdo Paulo, Brasil), caldo MRS (TM Media, Sdo Paulo, Brasil), carbonato de calcio
(QEEL, Sao Paulo, Brasil) e parpura de bromocresol (Exodo Cientifica, Sao Paulo, Brasil).
Para o preparo da geleia foram utilizados pitaya liofilizada em pé (Suncore Foods®, EUA) e

acucar (Delta, Brasil).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224421003319#bib64
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224421003319#bib64
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2.2 Cultivo microbiano e condicoes de crescimento

Uma cépsula de L. rhamnosus GG ATCC53103 (Culturelle®) foi ativada em caldo MRS
de acordo com Paula et al. (2019) com modificacdes. O pellet de células foi ressuspendido duas
vezes em solugdo salina estéril (0,85 %) e centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos. O pellet

obtido foi armazenado sob refrigeracdo até o momento de sua utilizagdo.

2.3 Preparo da farinha de batata yacon utilizada como material de parede

A farinha de batata yacon foi preparada segundo Simanca-Sotelo et al. (2021) com
modificagcdes. As batatas foram imersas em uma solu¢do contendo 100 mg/L de cloro ativo por
10 minutos. Posteriormente, foram enxaguadas em solu¢cdo de 10 mg/L de cloro ativo, e em
seguida descascadas e cortadas em fatias finas que foram imersas em solu¢do de acido citrico a
2% por 5 minutos para evitar o escurecimento. As fatias foram distribuidas nas bandejas da
estufa de secagem com circulacdo e renovacgdo de ar (Sinergia Cientifica modelo SSDcr-85L,
1100 W) onde permaneceram por 11 horas a 65 °C, para atingir teor de dgua < 10%, b.u.
Posteriormente, as fatias secas foram moidas em moinho analitico basico (IKA® A11 B S32,
180 W), sendo a farinha acondicionada em embalagens de polipropileno que foram lacradas em

seladora (Selovac modelo Jumbo PLUS) e armazenadas em local fresco e ventilado até o uso.

2.4 Definicao dos tratamentos e preparo das solucoes encapsulantes
Os tratamentos foram definidos da seguinte forma:
- Microparticula A: 16,67% maltodextrina, 3,33% gelatina.
- Microparticula B: 12,5% maltodextrina, 2,5% gelatina e 5% farinha de batata yacon.
- Microparticula C: 11,11% maltodextrina, 2,22% gelatina e 6,67% farinha de batata yacon.
- Microparticula D: 10% maltodextrina, 2% gelatina e 8% farinha de batata yacon.

Os materiais foram dissolvidos em dgua destilada e homogeneizados por 1 hora. Em
seguida, as solugdes encapsulantes foram filtradas e autoclavadas a 121 °C por 15 minutos.
Ap6s o resfriamento, a suspensao de células de L. rhamnosus GG na concentragdo de 5% em
relacdo a quantidade de material da parede (m/m) foi adicionada a solu¢do de encapsulamento

e homogeneizada por 10 minutos em agitador magnético (Fisatom® 752 A) a 25 °C.

2.5 Microencapsulacao de L. rhamnosus GG por spray drying
Para a obten¢do das microparticulas, as solu¢des encapsulantes foram secas em um
Spray Dryer de bancada (BUCHI® B-290), segundo Braber et al. (2020) com modifica¢des. Os

parametros operacionais utilizados para a secagem foram temperatura de entrada de 130 °C e
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temperatura de saida de 73 °C, com vazao de alimentac¢do de 0,25 L/h! e vazdo de ar de secagem
de 3,00 m*min’!. As microparticulas em p6 foram armazenadas sob refrigeracio a 8 °C em

frascos estéreis de vidro com tampa de vedagdo por pressao para posterior analises.

2.6 Avaliacao das microparticulas produzidas
2.6.1 Viabilidade de L. rhamnosus GG

Um grama de microparticula foi reconstituido em 9 ml de solucdo salina (0,85 %),
obtendo-se uma diluicdo de 10°!. Em seguida, esta dilui¢do foi mantida por 5 minutos a 25 °C
sob agitacio em um misturador vértex (KASVI® basic K45-2810) para liberar as células
probidticas (Arslan, Erbas, Tontul, & Topuz, 2015). A viabilidade foi determinada por

contagem, de acordo com Richter e Vedamuthu (2001).

2.6.2 Eficiéncia da encapsulacio (EE)
A viabilidade do probidtico foi avaliada antes e apds a secagem de acordo com item
2.6.1 e a eficiéncia da encapsulacdo (EE) foi calculada conforme a Eq. (1), segundo Annan;

Borza; Hansen (Annan, Borza e Hansen, 2008):

N
EE(%) = 7-x 100 Eq. (D)

o

Em que:
N: é o niimero de células vidveis (Log UFC.g™!) liberadas das microparticulas;
No: nimero de células livres vidveis (Log UFC.g ") na solucdo de alimentagdo antes do processo

de encapsulamento.

2.6.3 Resisténcia térmica de L. rhamnosus GG nas microparticulas

A resisténcia da célula livre (controle) e das células nas microparticulas foi avaliada de
acordo com Zhang, Lin, & Zhong (2015). Um grama de amostra foi diluido em 9 ml de solugdo
salina (0,85%) e, em seguida, a mistura foi submetida a condi¢des térmicas de 63 °C por 30
minutos (tempo de recuperacao: 4:07 min) e 72 °C por 15 s (tempo inicial: 2.38 min), seguido
de resfriamento imediato até atingir a temperatura ambiente. A contagem de células vidveis foi
realizada antes e apds os tratamentos térmicos pelo método de contagem em placas descrito no

item 2.6.1.
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2.6.4 Resisténcia de L. rhamnosus GG nas microparticulas em diferentes valores de pH
Duas solucdes foram utilizadas para determinar a ruptura de microparticulas: solu¢do
tampao PBS (100 mM, pH 7,4) e solucao salina (0,5% mv -1 pH 2.0 ajustada com HCI 0,1 N)
contendo 3 mg.mL™! de pepsina. Para tanto, 0,1 g da amostra foi ressuspenso em 1 mL de cada
solucdo, homogeneizado por vértex e mantido em agitador a 150 rpm a 37 °C por 120 min
(Rosolen et al., 2019). A contagem de células vidveis foi realizada pelo método de contagem

em placas descrito no item 2.6.1.

2.7 Selecao da microparticula
Ap6s avaliagdo das microparticulas desenvolvidas, a que apresentou maior eficiéncia de
encapsulacdo, boa resisténcia térmica e resisténcia ao pH foi selecionada para prosseguir para

a caracterizacao e adicdo em geleia de pitaya.

2.8 Caracterizacao da microparticula selecionada
2.8.1 Atividade de agua
A atividade de dgua foi determinada usando um medidor de atividade de dgua (Aqualab

4TE, Decdagono Devices, Pullman, Washington, EUA) a 25 °C.

2.8.2 Teor de dgua

O teor de dgua (%, b.u.) das microparticulas foi determinado gravimetricamente com
calor (AOAC, 2000). Foram pesadas 2 g das microparticulas e espalhadas uniformemente em
capsulas metélicas e secas a 105 °C (+ 2 °C) até atingirem massa constante. O teor de dgua foi

expresso em g de dgua para cada 100 g de amostra (%).

2.8.3 Higroscopicidade

A higroscopicidade das microparticulas foi medida segundo Cai & Corke (2000). Cerca
de 1,0 g de microparticula foi espalhado em uma placa de Petri e armazenado em um recipiente
com solucdo saturada de NaCl (UR 75,29%) durante 7 dias. A higroscopicidade foi expressa

em g de dgua absorvida por 100 g de amostra (%).

2.8.4 Solubilidade
Um grama de microparticulas foi transferido para um tubo Falcon contendo 100 mL de
agua destilada. A amostra foi dispersa e centrifugada a 3000 rpm por 5 min. Uma aliquota de

25 mL do sobrenadante foi transferida para uma placa de aluminio seca e pré-pesada que foi
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mantida a 105 °C (Cano-Chauca, Stringheta, Ramos, & Cal-Vidal, 2005). Em seguida, a

solubilidade (%) foi calculada por diferenca de peso.

2.8.5 Morfologia de tamanho de particula

A morfologia das microparticulas foi avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) (TM3000, HITACHI®), com aumento de 800x, sendo o tamanho médio das particulas
determinado usando o software ImageJ 1.50i (Pitigraisorn, Srichaisupakit, Wongpadungkiat, &

Wongsasulak, 2017).

2.8.6 Viabilidade do probidtico em microparticulas em diferentes temperaturas de
armazenamento

As microparticulas foram armazenadas em temperatura ambiente (25 °C), sob
refrigeracdo (8 °C) e sob congelamento (-18 °C) por 120 dias e as contagens de células vidveis
foram realizadas aos 0, 30, 60, 90 e 120 dias de armazenamento conforme item 2.6.1. e o0s

resultados expressos em log UFC-g !

2.8.7 Simulacao in vitro das condicoes gastrointestinais

A microparticula selecionada foi avaliada segundo metodologia descrita por Bedani,
Rossi e Saad (2013) para simular as 3 fases: géstrica, entérica I e entérica II.

Na fase géstrica, aliquotas de 10 mL da diluicdio 107! de microparticulas foram
transferidas para frascos estéreis de 100 mL, onde o pH foi ajustado para 2,3-2,6 com HCI IN.
Posteriormente, pepsina (mucosa do estdmago de suino) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) e
lipase de Penicillium camemberti (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) foram adicionadas na
concentragdo de 3 g-L ' e 0,9 mg-L!, respectivamente. Os frascos foram incubados a 37 °C por
2 h com agita¢do a 150 rpm em incubadora SOLAB (SL 222).

Na fase entérica I, o pH foi ajustado para 5,4-5,7, utilizando solu¢do alcalina (pH12,
NaOH 1 N e NaH>PO4-2H>0), contendo também bile bovina (Sigma-Aldrich, Sao Paulo,
Brasil) e pancreatina sufna (Sigma- Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) nas concentra¢des de 10 g-L™!
e 1 g-L"!, respectivamente. Os frascos foram reincubados a 37 °C por 2 h com agitago.

Na fase entérica II, o pH dos sistemas entéricos foi elevado para 6,8—7,2 usando a mesma
solugdo alcalina. Bile bovina e pancreatina foram entdo adicionadas para atingirem novamente
concentragdes de 10 g-L' e 1 g-L°!, respectivamente. Os sistemas foram novamente incubados

a 37 °C por 2 h com agitacdo, totalizando 6 h de teste.
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A contagem das células sobreviventes apos cada fase da simulagcdo gastrointestinal foi
realizada removendo-se aliquotas de 1 mL que foram diluidas em solucdo salina 0,85%. A

contagem de bactérias probidticas foi realizada conforme descrito no item 2.6.1.

2.9 Aplicacao da microparticula em geleia de pitaya
O comportamento das microparticulas contendo L. rhamnosus GG foi avaliado por meio

da adi¢do em uma geleia de pitaya vermelha (Hylocereus polyrhizus) produzida a partir da fruta

liofilizada (Suncore Foods®, USA).

2.9.1 Elaboracao da geleia de pitaya contendo L. rhamnosus GG

Para a produgdo da geleia, inicialmente elaborou-se o suco utilizando-se 12,5% de
pitaya liofilizada em p6 (Suncore Foods®, USA) que foram diluidos em 4gua potdvel, a fim de
obter um teor de solidos soluveis em torno de 8 a 9 °Brix, caracteristico da fruta in natura. O
suco produzido foi submetido ao aquecimento sob agitacdo (Fisatom, Brazil, model 752A),
adicionando-se 30% de agucar cristal (Delta, Brazil) em relacdo ao volume total e a solu¢ao
permaneceu sob agitacdo e aquecimento até atingir o teor de s6lidos soluiveis acima de 65 °Brix
referente ao ponto da geleia. Em seguida, a geleia obtida foi dividida em porcdes de acordo
com cada tratamento descrito a seguir:
- F25: 100 g de geleia; 1 g de célula livre de L. rhamnosus GG e armazenada a 25 °C;
- F8: 100 g de geleia; 1 g de célula livre de L. rhamnosus GG e armazenada a 8 °C;
- M25: 100 g de geleia; 10 g de microparticulas contendo L. rhamnosus GG e armazenada a
25 °G;
- M8: 100 g de geleia; 10 g de microparticulas contendo L. rhamnosus GG e armazenada a
8 °C;

ApOs resfriamento do produto, a 50 °C, foi realizada a adi¢do do probiodtico, na forma
livre ou microencapsulada. Em seguida, as geleias foram envasadas em embalagens de vidro
com tampa metdlica, vertidas até resfriamento completo e armazenadas na temperatura definida

de acordo com cada tratamento.

2.9.2 Caracterizacao da geleia de pitaya potencialmente probidtica
2.9.2.1 Viabilidade de L. rhamnosus GG

As contagens de células vidveis foram avaliadas aos 0, 15, 30, 45 e 60 dias de
armazenamento das geleias a 25 °C e 8 °C, conforme item 2.6.1. e os resultados foram expressos

em log UFC-g !



73

2.9.2.2 pH
As geleias produzidas e armazenadas em diferentes temperaturas foram avaliadas

quanto ao pH seguindo metodologia descrita por AOAC (2016).

2.9.2.3 Comportamento reologico das geleias

Os ensaios reoldgicos foram realizados utilizando um red6metro rotacional de cilindros
concéntricos (Brookfield, modelo R/S plus SST 2000, conectado ao software RHEOCALC
V1.1) de acordo com os procedimentos descritos por Costa et al. (2020). As curvas de
escoamento foram realizadas com um sensor CC14 com taxa de deformacgdo variando de O a
300 s, com trés rampas de fluxo (subida, descida e subida) com duracdo de 2 minutos cada e
com medi¢Oes a cada 4 segundos para eliminar o efeito da tixotropia. Durante os experimentos,
as amostras de geleia foram mantidas a 8 ou 25 °C £ 0,1. Os dados foram ajustados ao modelo
de Ostwald-de-Waele (Lei de Poténcia, Equacdo 1) usando o software Curve Expert
Professional 2.2.0). Os valores K e n foram usados para calcular a viscosidade aparente (napp,

Pa-s) das amostras na taxa de deformacdo de 50 s!.

T=K-p" (Eq.2)

Em que 1 € a tensdo de cisalhamento (Pa), K € o indice de consisténcia (Pa-s"), y é a

taxa de deformacao (s Y e n é o indice de comportamento ao escoamento (adimensional).

2.10 Analise estatistica

O experimento foi organizado em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) e
as andlises foram realizadas em duplicata com 3 repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) por meio do teste F seguido do teste de comparagcdo de médias
de Tukey ao nivel de 5 % de significancia. Para isso, foi utilizado o software RStudio®, versio

1.4.1717.

3. Resultados e discussao
3.1 Resisténcia de L. rhamnosus GG nas microparticulas produzidas
3.1.1 Viabilidade e eficiéncia de encapsulamento (EE)
A viabilidade do probidtico foi avaliada antes e apds a secagem. A eficiéncia da

encapsulacdo (EE) foi calculada, sendo os resultados apresentados na Tabela 1. A EE, que
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reflete a propor¢do de L. rhamnosus GG aprisionado nas microparticulas, foi influenciada pela
combinacdo de material de parede utilizado (p < 0,05).

Observa-se que a microparticula D constituida de 10% de maltodextrina, 8% de farinha
de yacon e 2% de gelatina diferiu (p < 0,05) das demais microparticulas, com eficiéncia de
encapsulacdo de 81,61%. As microparticulas B (12,5% de maltodextrina, 5% de farinha yacon
e 2,5% de gelatina) e C (11,11% de maltodextrina, 6,67% de farinha de yacon e 2,22% de
gelatina) ndo diferiram (p > 0,05) entre si, e a microparticula A, contendo 16,67% de
maltodextrina e 3,33% de gelatina, diferiu (p < 0,05) dos demais tratamentos, com a menor taxa
de eficiéncia, cerca de 65%. Tais resultados evidenciam que a adi¢do da farinha de yacon
proporcionou uma maior protecdo ao L. rhamnosus GG quando submetido ao processo de
secagem, tanto que a microparticula D contendo a maior quantidade da farinha de yacon (8%)

foi a microparticula com maior EE.

Tabela 1. Viabilidade de L. rhamnosus GG antes e apds spray drying e eficiéncia de

encapsulacio (%).

Microparticula An(tlf)sg(:?FsCe‘c;%e m Del()looi ; %a;:sce‘cgig)em EE (%)
A 10,02 + 0,08% 6,56 + 0,06° 65,47 +0,33°
B 10,22 + 0,56* 7,29 +0,12° 71,44 +2,85°
C 10,62 + 0,03? 7,42 +0,03° 69,92 +0,52°
D 9,55 +0,04° 7,79 + 0,052 81,61 +0,62?

EE: eficiéncia de encapsulamento. *As médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A: microparticula contendo 16,67% de maltodex-
trina, 3,33% de gelatina e 5% de pellet de L. rhamnosus GG; B: microparticula contendo 12,5%
de maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de farinha de batata yacon e 5% de pellet de L. rham-
nosus GG; C: microparticula contendo 11,11% de maltodextrina, 2,22% de gelatina e 6,67% de
farinha de batata yacon e 5% de L. rhamnosus GG; D: microparticula contendo 10% de malto-
dextrina, 2% de gelatina e 8% de farinha de batata yacon e 5% de pellet de L. rhamnosus GG.

No geral, houve uma reduc¢do da viabilidade do probidtico (Tabela 1) durante a secagem
da solucdo encapsulante a 130 °C em relagdo a contagem inicial. O nimero de probidticos nas
microparticulas foi de, aproximadamente, 6 a 7 Log UFC.g ! apés a secagem, enquanto a
solucdo apresentava cerca de 9 a 10 log UFC.ml ™! antes da secagem. Essa reducio na viabilidade
pode acontecer devido a ocorréncia de algumas lesdes celulares como a desnaturagdo de DNA

e RNA, desidratacdo, ruptura e colapso da membrana celular devido a remocdo de agua
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(Behboudi-Jobbehdar, Soukoulis, Yonekura, & Fisk, 2013) por spray drying. Essa reducao
também foi observada por Neuenfeldt et al. (2022) ao microencapsular L. rhamnosus com
diferentes concentracdes de extrato de mirtilo e utilizando maltodextrina, goma ardbica e
inulina nas mesmas condi¢des de secagem descritas nesse estudo.

Arepally, & Goswami (2019) avaliaram a microencapsulacdo por spray drying para
proteger Lactobacillus acidophilus (NCDC 016) utilizando como material de parede
maltodextrina (20%) e goma ardbica (0, 2,5, 5, 7,5 e 10%) em diferentes temperaturas do ar de
entrada (130, 140 e 150 °C). A eficiéncia da encapsula¢do das microparticulas obtidas variou
de 65 a 89,15%. De acordo com os autores, materiais de parede que contém proteinas e fibras
auxiliam na protecdo dos microrganismos durante o processo de secagem em altas
temperaturas. Isso ocorre, pois, a proteina presente, forma uma camada protetora de
revestimento ao redor da parede celular do probidtico, ja as fibras fornecem a substituicdo
parcial das moléculas de dgua nas células durante a secagem e, assim, evitando a ruptura da

membrana celular (Arepally; Goswami, 2019).

3.1.2 Resisténcia térmica de L. rhamnosus GG nas microparticulas

O tratamento térmico presente no processamento de alimentos é um fator critico para a
viabilidade do probidtico, por isso as microparticulas desenvolvidas foram avaliadas quanto a
resisténcia de L. rhamnosus GG antes e apds dois diferentes tratamentos térmicos (Figura 1).
Inicialmente, antes da aplicacdo dos tratamentos térmicos, L. rhamnosus GG livre apresentou
viabilidade de 12,09 log UFC.g! e as microparticulas (devido a diluicdo do pellet concentrado
na solugdo encapsulante e, posterior, secagem em alta temperatura) apresentaram contagens em
torno de 6,56 a 7,79 log UFC.g™.

Na pasteurizacao rapida (72 °C/15 s), a temperatura elevada, mesmo que por um curto
periodo de tempo, foi suficiente para reduzir a viabilidade do microrganismo livre para
5,45 log UFC. g‘l, com uma taxa de sobrevivéncia de 45,10%, sendo estatisticamente diferente
de todas as microparticulas, apresentando menor taxa de sobrevivéncia. Dentre as
microparticulas avaliadas, a microparticula C contendo 11,11% maltodextrina, 2,22% gelatina
e 6,67% farinha de batata yacon diferiu (p < 0,05) das microparticulas A, B, D e da célula livre
apresentando taxa de sobrevivéncia de 78,49% ap0s o tratamento térmico, com reducao de
apenas 1,59 unidades logaritmicas. A microparticula D contendo 10% maltodextrina, 2%
gelatina e 8% farinha de batata yacon ofereceu uma boa resisténcia térmica ao L. rhamnosus
GG, que apresentou taxa de sobrevivéncia de 69,08%, diferindo-se (p < 0,05) das demais

microparticulas e da célula livre.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818308582?casa_token=2TDPN32UQN8AAAAA:2rbwivYv97Car1Hm1K6SRVrN90PoPFe6Zxco_uegk2kxYDQUwkuIMLgBX3cD_FUqdFbU7s6jcA#bib5
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Na pasteurizagdo lenta (63 °C/30 min), as microparticulas C e D apresentaram diferenca
(p <0,05) em relacdo a célula livre e as microparticulas A e B. A microparticula C apresentou
a maior taxa de sobrevivéncia de L. rhamnosus GG, com cerca de 64,84% das células
probidticas vidveis, seguida pela microparticula D que apresentou 57,70%. Em contrapartida, a
microparticula A contendo somente maltodextrina e gelatina apresentou 45,70% das células
probidticas vidveis, taxa de sobrevivéncia menor que a do probidtico livre, isso pode ter
ocorrido devido ao estresse em que L. rhamnosus GG ja havia sido submetido durante o spray

drying, e depois novamente no teste de resisténcia.

L. rhamnosus GG (Log UFC.g 1)
Tratamento Inicial  63°C/30min_ 72°C/15 s
CL 12,09+ 021 | 5,69 +0,08 | 5.45+0,67
90 A 6,56+ 0,06 | 300025 | 3.84+0,07
B 729+ 0,12 | 346018 | 443+0,01
742+003 [ 481+0006 | 583+0,13
D 7.79 £0.05 | 450 +0,04 | 538 +£0.10
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Figura 1. Resisténcia térmica de microparticulas contendo L. rhamnosus GG em diferentes
tratamentos térmicos. *As médias seguidas da mesma letra na coluna (contagem de L.
rhamnosus GG — log UFC.g!) ou no mesmo processo térmico (taxa de sobrevivéncia - %) nio
diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Célula livre composta por 100% pellet de
L. rhamnosus GG (.); A (M): microparticula contendo 16,67% maltodextrina, 3,33% gelatina
e 5% pellet de L. rhamnosus GG; B (M): microparticula contendo 12,5% maltodextrina, 2,5%
gelatina, 5% farinha de batata yacon e 5% pellet de L. rhamnosus GG; C (*): microparticula
contendo 11,11% maltodextrina, 2,22% gelatina e 6,67% farinha de batata yacon e 5% pellet
de L. rhamnosus GG; D (M): microparticula contendo 10% maltodextrina, 2% gelatina e 8%

farinha de batata yacon e 5% pellet de L. rhamnosus GG.
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Assim, observa-se que a técnica de microencapsulacdo foi eficiente para manter a
viabilidade de L. rhamnosus GG quando exposto ao calor em comparacao com o probidtico na
forma livre. De acordo com Azarkhavarani, Ziaee, & Hosseini (2019), esse efeito protetor da
microencapsulacdo pode ser atribuido a uma redu¢do na taxa de migracdo de calor da dgua
quente para o interior das microparticulas.

Acredita-se que a microencapsulacdo proporcionou maior estabilidade e sobrevivéncia
de L. rhamnosus GG quando exposto ao calor em comparag¢do com o probiético livre devido a
protecdo térmica proporcionada pelas matrizes de encapsulamento. A utilizacdo de um tnico
material de parede pode ndo conferir todas as caracteristicas desejadas, assim, uma combinagao
de diferentes materiais pode ser utilizada, permitindo o desenvolvimento de uma variedade de
sistemas de entrega com propriedades aprimoradas (Razavi, Janfaza, Tasnim, Gibson, &
Hoorfar, 2021).

De acordo com Zheng, Fu, Huang, Jeantet e Chen (2016), as células probidticas sdo
protegidas por diferentes mecanismos que utilizam os materiais encapsulantes como um escudo
fisico durante a secagem por pulverizacdo. Desse modo, o material utilizado protege os
probidticos do ambiente externo e, consequentemente, minimiza os danos celulares ou
estabiliza os componentes subcelulares das células.

Nesse caso, a protecdo térmica também pode ser atribuida a presenca de farinha de
yacon nas matrizes de encapsulamento, uma vez que verificou-se que as microparticulas
contendo maior quantidade de farinha de yacon (microparticula C contendo 6,67% e D
contendo 8,0%) apresentaram as maiores taxas de sobrevivéncia de L. rhamnosus GG em
ambos os bindmios temperatura x tempo avaliados. O yacon possui sabor doce e cerca de 70 a
80% do teor total de matéria seca desse tubérculo é composta por sacarideos (Khajehei, Merkt,
Claupein, & Graeff-Hoenninger, 2018) como frutose, glicose e sacarose. Portanto, os actcares
presentes na composi¢do desse material de parede contribuiram para a sobrevivéncia do
probidtico, pois sdo conhecidos por atuar como termoprotetores (Carvalho et al., 2003).

O efeito protetor dos aguicares se deve a sua atuac¢ao na integridade da membrana e das
proteinas presentes nas células bacterianas desidratadas, em que se ligam aos residuos polares
de proteinas formando um vidro amorfo no estado seco; sendo importantes para preservar a
funcdo dos componentes bioldgicos durante e apds a desidratacdo (Sun et al., 1996; Crowe et
al., 1998). No estado vitreo, os movimentos de translacdo e relaxamento sdo severamente
restritos e as reacOes quimicas ou enzimaticas controladas por difusdo sdo interrompidas (Schill

et al., 2009).
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3.1.3 Resisténcia de L. rhamnosus GG nas microparticulas submetidas a diferentes valores
de pH

A resisténcia de L. rhamnosus GG nas microparticulas submetidas a diferentes valores
de pH foi avaliada em duas condi¢des, sendo uma condi¢ao bésica com pH 7,4 e uma condi¢ao

acida com pH 2,0 (Figura 2).

L. rhamnosus GG (Log UFC.g )

Tratamento Inicial 7,4 2,0
CL 1202+024 | 1043 £1,79 | 545 £0,67
120 a a A 6,56 = 0,06 6,78 £040 | 3,84 £0,07
— a a B 729+ 0,12 7,39 +038 | 4,43 +0,01
§ 100 a I 7,42 £0,03 7,69 +032 | 583+0,13
D 779 £0,05 | 7.80 £030 | 538 £0.10
.g a
a
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Figura 2. Resisténcia das microparticulas desenvolvidas em diferentes condi¢des de pH. *As
médias seguidas da mesma letra na coluna (contagem de L. rhamnosus GG — log UFC.g" ') ou
no mesmo pH de ruptura (taxa de sobrevivéncia - %) ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Célula livre composta por 100% pellet de L. rhamnosus GG @), A (W):
microparticula contendo 16,67% de maltodextrina, 3,33% de gelatina e 5% de pellet de L.
rhamnosus GG; B (M): microparticula contendo 12,5% de maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5%
de farinha de batata yacon e 5% de pellet de L. rhamnosus GG; C (*): microparticula contendo
11,11% de maltodextrina, 2,22% de gelatina e 6,67% de farinha de batata yacon e 5% de L.
rhamnosus GG; D (®): microparticula contendo 10% de maltodextrina, 2% de gelatina e 8% de

farinha de batata yacon e 5% de L. rhamnosus GG.

Ap6s duas horas em solucao com pH 7,4, nao foi observada diferenca significativa (p >
0,05) entre as microparticulas quanto a taxa de sobrevivéncia. Isso pode ocorrer devido ao
rompimento da parede protetora ao redor do nicleo e a liberagdo dos probidticos e,
consequentemente, com aumento da viabilidade.

A reducao da taxa de sobrevivéncia de L. rhamnosus GG em pH 2,0 pode estar associada

a entrada da solug@o 4cida nas microparticulas sem a presenca de solu¢do tampao ou de uma
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matriz alimentar para contribuir com a protecao do probidtico e neutralizar ou reduzir os efeitos
adversos. Entretanto, a microencapsulacio promoveu consideravelmente a prote¢do ao L.
rhamnosus GG na condicdo de pH acido e pepsina.

Bhagwat, Bhushette, & Annapure (2020) avaliaram a microencapsulacdo de cepas
probidticas de Enterococcus em solugdo encapsulante contendo maltodextrina, D-glicose e
proteina de soro de leite. Os autores observaram os niveis de protecdo oferecidos pelas
microparticulas obtidas por spray drying as células de Enterococcus aprisionadas em seu
interior, contra o meio dcido em pH 2,0 e 2,5. Em pH 2,0, o percentual de viabilidade reduziu
de 9,23 log UFC/mL inicial para 7,56 log UFC/mL ao final de 4 h, indicando uma perda liquida
de 1,67 logs UFC/mL na viabilidade celular. Em pH 2,5, a contagem foi de 8,49 log UFC/mL
e a perda liquida foi de apenas 0,74 log UFC/mL. Tais resultados demonstraram a efici€ncia da

técnica de microencapsulacio por spray dryer para proteger 0s microganismos probidticos.

3.2 Selecao da microparticula

ApOs os testes de eficiéncia da encapsulacdo, resisténcia térmica de L. rhamnosus GG
nas microparticulas e ruptura em diferentes valores de pH, a microparticula C contendo 11,11%
maltodextrina, 2,22% gelatina, 6,67% farinha de batata yacon e 5% do pellet de L. rhamnosus

GG foi selecionada para as proximas etapas.

3.2.1 Caracterizacao fisico-quimica da microparticula selecionada

A atividade de dgua e o teor de umidade s3o dois parimetros importantes que
influenciam a estabilidade dos probidticos microencapsulados durante as etapas de
processamento de alimentos, principalmente durante o armazenamento (Razavi, Janfaza,
Tasnim, Gibson, & Hoorfar, 2021). A microparticula selecionada apresentou teor de umidade
de 4,18% + 0,12 e atividade de dgua de 0,36 + 0,03, resultados que sugerem um processo de
secagem eficiente. Geralmente, alimentos com atividade de &4gua abaixo de 0,6 sdo
considerados microbiologicamente estdveis e se ocorrer alguma deterioragdo, ela € induzida por
reacOes quimicas e ndo por microrganismos (Quek, Chok, & Swedlund, 2007).

O teor de umidade do p6 obtido influencia diretamente na estabilidade dessas
microparticulas e, consequentemente, na viabilidade do probidtico (Ying et al., 2010; Guerin et
al., 2017). Segundo Pinto, Kemp, Bermingham, Hartwig e Bisten (2014), as condicdes de
atomizacao, o controle das temperaturas de entrada e saida do ar de secagem e as caracteristicas

das suspensdes liquidas influenciam no teor de umidade final dos pds secos por pulverizagao.
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Pés contendo um teor de umidade entre 4 € 7% sdo geralmente recomendados para garantir uma
maior estabilidade durante o periodo de armazenamento (Ananta et al., 2005).

Da mesma forma, a atividade de dgua dos pds obtidos € um indice importante que
influencia diretamente na estabilidade, seguranga e crescimento microbiano nos alimentos
(Damodaran & Parkin, 2017). Assim, o teor de umidade e a atividade de 4gua da microparticula
avaliada ficou dentro dos limites aceitdveis de < 4 % e < 0,30, respectivamente (Dinkci,
Akdeniz, & Akalin, 2019).

A higroscopicidade € outro pardmetro importante para produtos alimenticios que foram
secos em spray dryer, pois consiste na capacidade desse material de absorver vapor d’agua da
atomosfera. Valores elevados de higroscopicidade podem resultar em agregacdo do pé
alterando, assim, suas propriedades (Chew et al., 2018). A microparticula selecionada
apresentou higroscopicidade de 8,43 + 0.22 g.100g!. Pés contendo maior concentragio de
maltodextrina tendem a ser menos higroscopicos, por isso, € um dos materiais de parede mais
utilizados como carreador (Ross, 2010; Mosquera, Moraga, & Martinez-Navarrete, 2012).

Outro fator importante relacionado as caracteristicas do po, estd relacionado a sua
solubilidade em 4agua. A microparticula avaliada neste estudo apresentou solubilidade de
69,89% =+ 0,87. Quanto maior a solubilidade das microcdpsulas, melhor seu atributo fisico no
processamento, ao contrario de microparticulas pouco soldveis, que podem causar dificuldades
de processamento e perdas econdmicas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Kalita, Saikia, Gautam, Mukhopadhyay,
Mahanta (2018) ao microencapsular Lactiplantibacillus plantarum por spray drying utilizando
como materiais de parede maltodextrina, frutooligossacarideo (FOS) e pectina em suco de
lichia. As microparticulas produzidas apresentaram higroscopicidade variando de 62 a 68% e
de acordo com os autores, o carater higroscopico dos pos desenvolvidos foi devido a natureza
higroscépica dos materiais de revestimento utilizados.

A quantidade de material de parede e as condicdes de secagem sdao parametros
importantes para garantir microparticulas com boas caracteristicas fisico-quimicas. Santos,
Finkler, Finkler, (2014) microencapsularam Lacticaseibacillus casei por spray drying com
temperatura de entrada de 120 °C e utilizando 8,75% de maltodextrina como material de parede.
As microparticulas obtidas apresentaram 97% de solubilidade e 3520 g.100g” de
higroscopicidade, resultando em um produto com caracteristicas inadequadas, pois o material
apresentou-se higroscopico e com tendéncia a aglomerar e aderir as paredes do equipamento,
pois de acordo com Chavez e Ledeboer (2007), pds com alta higroscopicidade apresentam

eficiéncia e estabilidade comprometidas.
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3.2.2 Morfologia e tamanho médio de particula das microcapsulas

As micrografias das microparticulas contendo L. rhamnosus GG obtidas por spray
drying sdo apresentadas na Figura 3. As microparticulas produzidas apresentaram formato
esférico com auséncia de rachaduras ou poros. Entretanto, a superficie das microparticulas
exibiu concavidades corrugadas, o que pode ser atribuido a perda acentuada de dgua durante o

processo de secagem rapida.

HL D4.4 x600 100 um

HL D45 x800 100 um

Figura 3. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das microparticulas
contendo 11,11% de maltodextrina, 2,22% de gelatina, 6,67% de farinha de batata yacon e 5%
de pellet de L. rhamnosus GG.

As microcapsulas apresentaram didmetros entre 6,68 € 19,30 um. De acordo com Souza
et al. (2020), microparticulas maiores oferecem melhor protecdao ao material bioativo, enquanto
microparticulas menores sdo mais desejdveis para adicdo em formulagdes alimenticias, afim de
garantir melhor homogeneidade e qualidade.

Behboudi-Jobbehdar, Soukoulis, Yonekura, Fisk, (2013) microencapsularam
Lactobacillus acidophilus por spray drying utilizando maltodextrina, concentrado de proteina
de soro de leite e D-glicose como materiais de parede na propor¢dao 60:20:20. As
microparticulas obtidas apresentaram tamanho médio em torno de 10,96 um, o que é

comparével aos valores (6—19 um) relatados nesse estudo.

3.2.3 Viabilidade do probidtico na microparticula selecionada em diferentes temperaturas
de armazenamento
As microparticulas produzidas devem ser avaliadas em relacdo as diferentes condigdes

de armazenamento por um determinado periodo de tempo para verificar a sua capacidade de
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manter a viabilidade do probidtico. Além disso, essa avaliac@o € necessaria para definir o tempo
e a temperatura que os pds podem permanecer armazenados para uso posterior, visto que um
processo de encapsulamento bem-sucedido depende de sua capacidade de preservar a
viabilidade dos probidticos durante sua fabrica¢do e armazenamento.

Nesse estudo, a capacidade de sobrevivéncia da bactéria probiética microencapsulada
durante o armazenamento em temperaturas de -18, 8 e 25 °C sdo mostradas na Figura 4. Os
resultados indicam que a temperatura de armazenamento afetou a viabilidade do probidtico
microencapsulado, sendo a sobrevivéncia de L. rhamnosus GG durante o periodo de
armazenamento maior, quando as microparticulas foram armazenadas a -18°C, seguida da
temperatura de 8°C. A temperatura de 25°C ndo se mostrou vidvel apds 30 dias de

armazenamento.
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Figura 4. Sobrevivéncia de L. rhamnosus GG em microparticulas armazenadas em diferentes
temperaturas por 120 dias. Letras maitsculas diferentes indicam uma diferenca significativa
(p<0,05) entre as amostras a0 mesmo tempo. Letras minudsculas diferentes indicam diferenca

significativa (p<0,05) ao longo do tempo para cada amostra.

O periodo de estocagem de 120 dias afetou significativamente (p < 0,05) a viabilidade
do probidtico quando as microparticulas foram armazenadas a -18 °C e 8 °C (Figura4). As
microparticulas armazenadas a -18 °C alcangcaram os 120 dias de armazenamento com cerca de
6,63 log UFC.g"!. J4 as microparticulas armazenadas a 8 °C, atingiram os 120 dias com

contagem de L. rhamnosus GG de 5,16 UFC. g‘l. Porém, o maior desafio foi o armazenamento
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a 25 °C, pois as microparticulas ndo mantiveram a estabilidade do probiético. Apos 30 dias de
armazenamento, as microparticulas apresentaram contagens proximas de 4,42 log UFC.g™!. Ao
final do periodo de armazenamento, as microparticulas armazenadas a 25 °C jid ndo
apresentaram células vidveis de L. rhamnosus GG (Figura 4).

Alguns fatores como o teor de umidade e atividade de dgua das microparticulas em p6
sdo pontos criticos que influenciam diretamente na viabilidade do microrganismo probidtico.
Produtos em p6 que apresentam atividade de dgua acima de 0,25 possibilitam a continuidade
do metabolismo microbiano e, consequetemente, a reducao da viabilidade (Fu & Chen, 2011).
De acordo com Zavaleta et al. (2022), a atividade de 4gua tem sido considerada um dos fatores
mais importantes para o armazenamento a longo prazo de alimentos desidratados. Como a
microparticula avaliada nesse estudo apresentou atividade de 4gua mais elevada, em torno de
0,36, esse fator pode ter influenciado a viabilidade do probidtico durante o armazenamento a
25 °C.

A inativagdo dos probidticos quando armazenado a 25 °C também pode ser explicado,
devido ao fato dos microrganismos estarem metabolicamente ativos no interior das
microparticulas, produzindo 4cidos € o consumo de substratos (Pedroso et al., 2012). Ja nas
temperaturas de -18 e 8 °C, ocorre a reducdo do metabolismo microbiano tornando essas
reacOes mais lentas e, consequentemente, prolongando a viabilidade desses microrganismos.

Avila-Reyes et al. (2014) avaliaram a sobrevivéncia de L. rhamnosus microencapsulado
com diferentes materiais de parede como amido de arroz e inulina durante 32 dias de
armazenamento sob refrigeracdo a 4 °C e em temperatura proxima a ambiente em 25 °C. De
acordo com os autores, a maior redu¢do de viabilidade foi observada em pds de ambos os
materiais de parede armazenados a 25 °C, assim como no presente estudo. Para os autores, a
atividade metabodlica do microrganismo foi maior a 25 °C, exigindo maior quantidade de
substratos para manter a viabilidade ao longo do tempo.

Bhagwat, Bhushette, Annapure (2020) também relataram que as temperaturas de
armazenamento utilizadas podem ter um impacto na estabilidade dos probidticos por meio de
um mecanismo que consiste no aumento da atividade metabdlica das células durante o
armazenamento envolvendo reacdes quimicas ou enzimaticas, como por exemplo, a oxidagdao
lipidica.

Abe, Miyauchi, Uchijima, Yaeshima e Iwatsuki (2009) observaram uma correlacao
negativa significativa entre atividade de agua e a taxa de sobrevivéncia de Bifidobacterium
longum ssp. longum BB536 quando armazenado em diferentes condi¢des de Aw por 30 meses.

Para os autores, o controle da higroscopicidade das microparticulas probidticas durante o
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armazenamento ¢ fundamental para manter a viabilidade. No entanto, boa parte dos materiais
de parede utilizados para microencapsulacdo por spray drying sdo a base de proteinas
hidrofilicas ou carboidratos e tais materiais dificultam o controle da higroscopicidade pois
absorvem dgua durante o armazenamento (Khem, Bansal, Small, & May 2016).

Portanto, a combinacdo de diferentes materiais de parede nem sempre garante protecao
adequada em determinadas temperaturas, assim, é necessdrio otimizar os materiais utilizados
para carrear e proteger a viabilidade celular durante o periodo de armazenamento do produto.
A preservacdo da alta viabilidade celular durante o processo de producao e o tempo de

armazenamento representa um grande desafio na produ¢do comercial de probidticos.

3.2.4 Simulacao in vitro das condicoes gastrointestinais na microparticula selecionada

A sobrevivéncia de L. rhamnosus GG durante a passagem pelo sistema gastrointestinal
(TGI) simulado in vitro com contagens na fase entérica II superior a 6 log UFC.g/ml &
fundamental para promover efeitos benéficos a satde do consumidor. Nesse estudo, constatou-
se que a microencapsulacio foi eficiente para realizar a entrega de, aproximadamente, 6,18 log

UFC.g! na fase entérica II, quantidade suficiente para promover os beneficios (Figura 5).

| Fases | Célula livre | Microparticula |
INICIAL |10.41 £0,29 Aa] 6,16 =0,19 Ba
FG 3,21 £0,11 Bb| 5,25+0,15 Ab
FE-1 348 £0,05Bb| 5,53 +0,06Ab
FE-TI 3,88 £0,71 Bb| 5,64 +027 Ab
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Figura 5. Sobrevivéncia de L. rhamnosus GG livre e microencapsulado em condicdes
gastrointestinais simuladas in vitro. Célula livre (8); Microparticula (B): contendo 11,11% de
maltodextrina, 2,22% de gelatina e 6,67% de farinha de batata yacon e 5% de pellet de L.

plantarum. FG: fase gastrica; FE-I: fase entérica I; FE-II: fase entérica II; Letras maitsculas
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diferentes indicam uma diferenca significativa (p<0,05) entre amostras na mesma fase. Letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) para a mesma amostra ao longo

das fases.

A viabilidade das células livres de L. rhamnosus diferiu (p < 0,05) ao longo das fases
do sistema gastrointestinal simulado. Na fase géstrica, simulando as condi¢des do estomago
com a presenca das enzimas pepsina e lipase e pH 4cido (< 2.5), houve uma redugdo de 6
unidades logaritmicas na contagem de células vidveis. Em contrapartida, L. rhamnosus GG
microencapsulado apresentou redugdo de 1 unidade logaritmica e finalizou a passagem pela
primeira fase com contagens de 6,19 log UFC.g™.

Na fase entérica I, que simula o intestino delgado, L. rhamnosus GG microencapsulado
apresentou sobrevivéncia de 6,35 log UFC.g"! diferindo-se (p < 0,05) do probiético livre que
apresentou sobrevivéncia de 4,11 log UFC.g"!. Mesmo com a reducdo de mais de 6 ciclos log
desde a fase inicial, L. rhamnosus livre ainda apresentou uma boa resisténcia durante a
passagem pelas condi¢Oes adversas do sistema gastrointestinal in vitro. Esse microrganismo
probidtico tem demonstrado alta resisténcia ao estresse, principalmente a estirpe L. rhamnosus
GG (Fu & Chen, 2011).

Ap6s 6 horas de processo, na fase entérica II, o probidtico microencapsulado apresentou
cerca 6,18 log UFC.g™! de células vidveis, enquanto o probidtico livre apresentou 4,08 log
UFC.g!. Ao final do processo de simulagio do TGI, o probidtico microencapsulado apresentou
reducdo de 1,03 log UFC.g"!, enquanto o probiético livre reduziu cerca de 6,33 log UFC.g!,
comprovando que a microencapsulacdo por spray drying foi uma técnica eficiente para manter
a estabilidade e sobrevivéncia do microrganismo probidtico ao TGI simulado in vitro.

Além da resisténcia do microrganismo probidtico utilizado, € importante destacar que o
material de parede empregado na microencapsulacdo também possui forte influéncia na
resisténcia das microparticulas desenvolvidas. Por isso, o uso da combinacdo de probidticos
com prebidticos € uma alternativa, afim de promover a sobrevivéncia dos probidticos e
contribuir beneficamente com a satde do hospedeiro (Nazzaro et al., 2012).

Li et al. (2023) avaliaram a sobrevivéncia do probidtico Limosilactobacillus fermentum
microencapsulado por spray drying utilizando produtos da reagdo de Maillard de gelatina e
xilooligossacarideos durante a simulacdo do trato gastrointestinal. L. fermentum livre reduziu
cerca de 5,22 log UFC/mL, enquanto as c€lulas encapsuladas apresentaram ligeiras redugdes
nas contagens, em torno de 0,03 a 0,59 log UFC/g. De acordo com os autores, a gelatina

utilizada na elaboragao da microparticula também exerce fun¢ido importante durante a passagem
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pelo sistema gastrointestinal simulado in vitro, devido a sua biocompatibilidade, as
propriedades de formacao de filme e a tolerancia desse material quando submetido a digestao
gastrointestinal (Li et al., 2023).

Nesse estudo, o emprego da farinha de yacon como material de parede contribuiu com
a sobrevivéncia do microrganismo diante das condi¢des adversas de altas temperaturas, pH
acido e acdo de enzimas. Os tubérculos de yacon armazenam grandes quantidades de
carboidratos, principalmente frutooligossacarideos (FOS) e inulina (Lachman et al., 2003;
Ojansivu, Ferreira, & Salminen, 2011; Sales et al., 2023). Em sua composi¢ao contém mais de
70% de agua e a maior parte da matéria seca consiste em frutooligossacarideos (FOS) onde a
concentracdo pode variar de 0,7% a 13,2% no yacon fresco e 6,4% a 70% na matéria seca,
dependendo de fatores como cultivo, localizacdo, época de colheita e temperatura pds-colheita
(Delgado, Tamashiro, Pastore, 2013; Caetano et al., 2016). Produtos desidratados, como a
farinha de yacon utilizada neste estudo, garantem a existéncia de alta concentracdo e
estabilidade de FOS (Machado, Silva, Chaves, Alfenas, 2019).

FOS e a inulina sdo frutanos lineares de unidades de frutose ligadas a $-2,1 terminadas
por um residuo de glicose, que pode ser efetivamente hidrolisado em frutose fermentavel (Yu
et al., 2016). A inulina ndo € hidrolisada pelas enzimas digestivas e ¢ fermentada no c6lon pela
microbiota, causando alteracdes especificas, por isso € considerada prebidtica (Nazzaro et al.,
2012; Rodrigues, Cedran, & Garcia, 2018). Da mesma forma, o intestino delgado humano nao
possui enzimas para hidrolisar as ligagcdes glicosidicas presente nos FOS, sendo, portanto,
considerado indigerivel (Hermann, Freire, & Pazos, 1998; Ojansivu, Ferreira, & Salminen,
2011).

Nesse contexto, Martino et al. (2020) avaliaram o efeito de extratos soliveis de farinha
de yacon em populagdes bacterianas intestinais € observaram que o yacon aumentou (p < 0,05)
a abundancia de Lactobacillus. Os autores verificaram que o extrato solivel da farinha de yacon
demonstrou propriedades prebidticas potenciais por melhorar a funcionalidade intestinal e,

portanto, auxiliar na absor¢do de minerais.

3.3 Aplicaciao da microparticula em geleia de pitaya
Apés a caracterizagdo, a microparticula C contendo 11,11% maltodextrina, 2,22%
gelatina, 6,67% farinha de batata yacon e 5% do pellet de L. rhamnosus GG foi adicionada em

geleia de pitaya para avaliagdo da microparticula em uma matriz alimentar.
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3.3.1 Viabilidade de L. rhamnosus GG microencapsulado em geleia de pitaya

A viabilidade de L. rhamnosus GG livre e microencapsulado foi avaliada em geleia de
pitaya durante 60 dias de armazenamento em diferentes temperaturas (25 e 8 °C) (Figura 6).
Inicialmente, a viabilidade de L. rhamnosus GG livre adicionado a geleia diferiu (p < 0,05) da
viabilidade do probidtico microencapsulado. Tanto o tratamento F8 quanto o F25 apresentaram
contagens mais elevadas, com cerca de 8,24 e 8,51 UFC.g'1 das células viaveis,
respectivamente. As geleias M8 e M25, contendo L. rhamnosus GG microencapsulado,
apresentaram viabilidade inicial de 6,58 ¢ 6,63 UFC. g'l. Essa variac¢ao ocorreu devido a elevada
concentracdo do probidtico livre presente no pellet utilizado nos tratamentos F (célula livre).
Por outro lado, nos tratamentos M8 e M25, a concentracdo inicial j4 € menor porque o pellet
adicionado foi diluido na solug¢do encapsulante antes do spray drying para obtencdo das

microparticulas, e posteriormente, os pds obtidos foram solubilizados nas formulacdes das

geleias.

= | Tratamentos |  15dias | 30 dias | 45dias | 60dias |
2z M8 90,48 = 3,73b | 8820 255" | 7825 = 141° | 77,83 £347°

| 528 81.14 = 427b [79.13 = 2.64b | 7026 = 3.49b ND

o

~10,0 - F8 100,62 + 1,65 | 89,53 + 2,58 | 73,03 = 1,55ab|63.94 =2,65b

B0 2 F25 61,85 + 1,09¢ |2333 = 1.94c 0,00 0.00
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Figura 6. Viabilidade e taxa de sobrevivéncia de L. rhamnosus GG livre e microencapsulado
em geleia de pitaya durante 60 dias de armazenamento a 8°C e 25 °C. M8 (M): 100 g de geleia;
10 g de microparticulas contendo L. rhamnosus GG com armazenamento a 8°C; M25 (*):100
g de geleia; 10 g de microparticulas contendo L. rhamnosus GG com armazenamento a 25 °C;
F8 (M):100 g de geleia; 1 g de célula livre de L. rhamnosus GG com armazenamento a 8 °C;
F25 (M): 100 g de geleia; 1 g de células livres de L. rhamnosus GG com armazenamento a 25

°C. ND: ndo determinado. Letras maitsculas diferentes indicam uma diferenca significativa
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(p<0,05) entre amostras na mesma fase. Letras mintsculas diferentes indicam diferenca

significativa (p<0,05) para a mesma amostra ao longo das fases.

Apbs 15 dias de armazenamento, as geleias contendo probidtico livre (F25) e
microencapsulado (M25) armazenados a 25 °C nao apresentaram diferenca (p > 0,05) entre si,
com contagens de 5,26 e 5,37 UFC.g"! respectivamente. Entretanto, em relacdo a taxa de
sobrevivéncia a geleia F8 com 100,62% das células vidveis diferiu (p < 0,05) das geleias M25
E M8 com 81,14% e 90,48%, respectivamente. A geleia F25 contendo probidtico livre e
armazenada a 25 °C foi o produto que apresentou menor taxa de sobrevivéncia, com cerca de
61% das células vidveis. Tais resultados demonstram como a técnica de microencapsulagdo foi
eficiente para estabilizar a viabilidade do probidtico durante o armazenamento mesmo em
temperatura desfavordvel, pois, a geleia F25 apresentou reducdo de 3,25 log UFC.g™!, enquanto
a geleia M25 apresentou reducdo de 1,26 UFC.g™.

Com 30 dias de armazenamento, as geleias contendo o probidtico microencapsulado
armazenadas a 8 e 25 °C apresentaram contagens de 5,80 e 5,25 UFC.g" !, respectivamente. Os
tratamentos com L. rhamnosus GG livre apresentaram contagens de 7,37 e 1,99 UFC.g"! para
F8 e F25 respectivamente. As células do probidtico livre nas geleias mantidas a 25 °C
apresentaram reducdo de 6,52 log UFC.g"!' devido a dificuldade de manter a viabilidade estdvel
durante o armazenamento a 25 °C.

Ap0s 45 dias de armazenamento, o tratamento F25 ndo apresentou mais contagens de
células vidveis. J4 a geleia F8 apresentou contagem de 6,01 UFC.g™!, com redugio de 2,21
UFC.g"! desde a contagem inicial. Os tratamentos M8 e M25, contendo o probidtico
microencapsulado, apresentaram redugdes de 1,43 e 1,98 UFC.g! respectivamente. Ao final do
armazenamento, o tratamento M8 ndo diferiu (p>0,05) do tratamento F8, apresentando
contagens de 5,11 e 5,27 UFC.g!. A geleia M25 apresentou contagens de 4,29 UFC.g"! apés
60 dias de armazenamento.

Em relagao a taxa de sobrevivéncia, observa-se que a geleia contendo L. rhamnosus GG
livre armazenada a 8 °C diferiu (p < 0,05) dos demais tratamentos e apresentou a maior taxa de
sobrevivéncia, com cerca de 100% das células iniciais vidveis. As geleias M8 e M25 nio
diferiram (p > 0,05) entre si, logo a temperatura de armazenamento nao afetou a viabilidade do
probidtico microencapsulado nesse periodo. J4 a geleia contendo probiético livre e armazenada
a 25 °C diferiu (p < 0,05) dos demais tratamentos e apresentou a menor taxa de sobrevivéncia
com cerca de 61% das células vidveis. Apds 30 dias de armazenamento, as geleias F8 e M8 ndo

apresentaram diferenca (p > 0,05) entre os tratamentos, com taxas em torno de 89 e 88%. A
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geleia M25 apresentou diferenca (p < 0,05) com cerca de 79% das células vidveis em relagcdo a
geleia F25 com apenas 23% das células viaveis.

No tempo 45 dias, a geleia M8 diferiu (p < 0,05) dos demais tratamentos e apresentou a
maior taxa de sobrevivéncia, com 78% das células vidveis. Ja a geleia F25 ndo apresentou
contagens de células vidveis. Aos 60 dias de armazenamento sob refrigeracdo (8 °C), a geleia
contendo L. rhamnosus GG microencapsulado diferiu (p < 0,05) da geleia contendo o probidtico
livre, com taxas de sobrevivéncia de 77 e 63%, respectivamente. A geleia M25 apresentou
contaminac¢do nas embalagens apds o longo periodo de armazenamento.

Com base nesses resultados, € possivel verificar que a adicdo do probidtico
microencapsulado na geleia foi eficiente para manter sua viabilidade durante 60 dias de
armazenamento. Dessa forma, ao consumir 10 g da geleia contendo L. rhamnosus GG
microencapsulado contendo cerca de 6 log UFC.g!, os danos causados ao microrganismo
durante a passagem pelo sistema gastrointestinal serdo menores e o probidtico chegara no local

de acdo em quantidades suficientes para promover os beneficios a sadde.

3.3.2 Avaliaciao do pH das geleias durante o armazenamento

As geleias também foram avaliadas quanto as variacdes de pH durante o periodo de
armazenamento (Tabela 2). Apds o processamento das geleias, ndo houve diferenca de pH (p >
0,05) entre os tratamentos. Porém, apds 15 dias de armazenamento, a geleia F25 contendo L.
rhamnosus GG livre e armazenada a 25 °C diferiu (p < 0,05) dos demais tratamentos € apre-
sentou uma rdpida redugdo do pH que, foi de 5,08 para 3,68. Resultados como esses, de dimi-
nui¢do do pH, podem ocorrer através da adi¢do de microrganismos ao produto que utilizam os
substratos presentes na matriz para atividades metabdlicas e, assim, produzem acidos organicos,

como o dcido latico (Costa et al., 2020; Campos et al., 2019; Nakkarach & Withayagiat, 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002364382031063X#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002364382031063X#bib23
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Tabela 2. Avaliacdo do pH de geleias contendo L. rhamnosus GG livre e microencapsulado,

armazenadas em diferentes temperaturas.

Trata-
mentos 0 dia 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
M8 5,02 +0,01Aa | 4,77 £0,09Aa | 4,64 £ 0,05Ab | 4,68 £0,10Ab | 4,45 + 0,08Ac
M25 5,10 +£0,04Aa | 4,54 £ 0,07Ab | 4,34 + 0,25Bb | 4,23 + 0,26Bb ND
F8 5,05 £0,01Aa | 4,64 £0,08ADb | 4,60 £ 0,06Ab | 4,47 +£0,13Ac | 4,13 £0,17Bd
F25 5,08 +0,02Aa | 3,68 +0,05Bb | 3,49 +0,11Cb | 3,29 +0,15Cc | 3,02 +0,07Cd

*As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de pro-
babilidade. M8: 100 g de geleia; 10 g de microparticulas contendo L. rhamnosus GG e com
armazenamento a 8°C; M25: 100 g de geleia; 10 g de microparticulas contendo L. rhamnosus
GG e com armazenamento a 25 °C; F8: 100 g de geleia; 1 g de célula livre de L. rhamnosus
GG e com armazenamento a 8 °C; F25: 100 g de geleia; 1 g de células livres de L. rhamnosus
GG e com armazenamento a 25 °C. ND: nao determinado. Letras maitsculas diferentes indicam
uma diferenga significativa (p<0,05) entre amostras no mesmo tempo. Letras minudsculas dife-
rentes indicam diferenca significativa (p<0,05) para a mesma amostra ao longo do tempo.

Por outro lado, a geleia M8 contendo L. rhamnosus GG microencapsulado e arma-
zenada a 8 °C foi a que apresentou as menores alteracdes do pH e diferiu-se (p < 0,05) das
geleias contendo L. rhamnosus GG livre (F8 e F25) apds 60 dias de armazenamento. Esse re-
sultado que confirma uma das finalidades da técnica de microencapsulagdo, que consiste em
proteger o probidtico e evitar o contato do microrganismo com a matriz carreadora, evitando
alteracodes das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto. Além disso, sob refrige-
racdo ocorre a reducdo do metabolismo desses microrganismos que passam a se multiplicar e
produzir 4cidos de forma mais lenta. Logo, a adi¢do de L. rhamnosus GG microencapsulado
prolongou a conservagdo do produto e minimizou a reducdo do pH durante o periodo de arma-

zenamento.

3.3.3 Comportamento reolégico das geleias produzidas

As propriedades reoldgicas obtidos pelo modelo de Lei de Poténcia (Ostwald-de-Waele)
e viscosidade aparente (Mapp, Pas) das geleias contendo célula livre (FC) e célula
microencapsulada (MC) de L. rhamnosus GG ap6és a producio (tempo 0) e apos 45 e 60 dias

de armazenamento estdo apresentados na Tabela 3.



91

Tabela 3. Parametros reolégicos obtidos pelo modelo de Lei de Poténcia (Ostwald-de-Waele)
e viscosidade aparente (napp, Pa-s) de geleias contendo L. rhamnosus GG célula livre (FC) e

célula microencapsulada (MC) ap6s 0, 45 e 60 dias de armazenamento.

Viscosidade

Amostra TCO) ](«3?;5)0 Modelo Ostwald-de-Waele aparentfa
(Mapp - Pas)

K (Pa‘s™) n R? y=50s!
0 2,1+£0,2%  094+£0,01% 0,9998 1,65+0,03°
8 45 50+03° 0,77£0,04% 0,9990 2,02+0,17°
Célula livre 60 62+ 1,5° 0,77+0,06° 0,9988 2,38+0,20"
(FC) 0 1,6£0,3¢ 0,75+0,04° 0,9850 0,61 +0,03F
25 45 2,4+05  0,72+0,01° 0,9987 0,80=0,12°¢
60 24+0,6%  0,75+£0,05° 0,9990 0,86+ 0,06°¢
0 2,9+0,7°  0,90+0,04° 0,9998 2,11+0,18°
Célula 8 45 122+1,9°  0,75+0,03® 0,9997 4,49+ 0,092
microencapsulada 60 135+1,2*  0,74+0,02° 0,9996 4,77+0,10°
(MC) 0 2,1£0,79 0,78 +0,06° 0,9977 0,82+ 0,01°
> 45 3,7£1,0%  0,74+£0,06° 0,9992 1,30+0,09¢

*Diferentes letras mintsculas na coluna indicam diferenca significativa entre as amostras de

acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

As geleias apresentaram indice de comportamento ao escoamento (n < 1) que caracteriza
um comportamento ndo newtoniano para todos os tempos e temperaturas de armazenamento
avaliadas, e podem ser classificadas como pseudoplasticas (n < 1), uma vez que, esses fluidos
em repouso apresentam um estado desordenado, e quando submetidos a uma tensdo de
cisalhamento suas moléculas tendem a se orientar na dire¢do da forca aplicada (Lima et al.,
2019).

O coeficiente de consisténcia (K) esta associado a viscosidade. O valor mais alto de
K indica um produto mais viscoso. Embora ndo tenha sido observada diferenca em termos de
viscosidade nas geleias FC armazenadas a 8 e 25 °C no dia do processamento (0 dia), ao longo
do tempo houve alteracdo. As geleias MC armazenadas a 25 °C ndo apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05) quando comparada com as geleias FC a 8 e 25 °C. Entretanto, a geleia

MC a 8 °C apo6s 45 e 60 dias de armazenamento apresentou diferencga (p < 0,05) com aumento
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significativo do valor de K. Tais resultados evidenciam que as geleias de pitaya apresentaram
maior viscosidade aparente com a adicdo das microparticulas e armazenamento sob
refrigeragao.

Os materiais de parede utilizados, mesmo em baixa concentra¢do, podem ter
influenciado na viscosidade aparente do produto quando armazenado a 8 °C. A adequacgdo do
modelo completo para o parametro do indice de consisténcia e indice de comportamento ao
escoamento da andlise de reologia das geleias de pitaya contendo L. rhamnosus GG livre e
microencapsulado em diferentes temperaturas de armazenamento foi verificado e os dados
foram bem ajustados ao modelo de Ostwald de Waele (0,9850 < R %2> 0,9998) e as variacdes
nos valores do indice de consisténcia (K) e do indice do comportamento do escoamento (7)
foram estudadas (Tabela 3). Resultados semelhantes foram obtidos por Lima et al. (2019) ao
avaliaram a influéncia de hidrocoloides como pectina de baixo metoxil, goma guar e
carragenina nas caracteristicas de geleias de laranja de baixo teor caldrico.

Tensdo de cisalhamento (t, Pa) e a taxa de cisalhamento (y, s') das geleias contendo
célula livre (FC) e célula microencapsulada (MC) armazenadas a 8 e 25°C apds a produgdo (0
dia), 45 e 60 dias de armazenamento estdo apresentadas na Figura 7. A adi¢do de L. rhamnosus
GG microencapsulado ndo alterou as caracteristicas das geleias (7o) apds o processamento
quando armazenadas a 8 °C e ao longo do periodo de armazenamento (0, 45, 60 dias) a
25 °C. No entanto, a geleia contendo L. rhamnosus GG microencapsulado apresentou maior
valor de tensdo de cisalhamento (1, Pa) a 8 °C, enquanto os menores valores foram observados
nas amostras de geleia contendo o probidtico livre e armazenadas a 25 °C durante os tempos 0,

45 e 60 dias.
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Figura 7. Tensdo de cisalhamento (t, Pa) versus taxa de deformacdo (7, s') a 8 e 25 °C de
células livres de L. rhamnosus GG (FC) e células microencapsuladas (MC) ap6ds producao

(tempo 0), 45 e 60 dias de armazenamento.

4. Conclusao

A farinha de yacon foi aplicada como material de parede de microparticulas contendo
probidtico pela primeira vez e, quando combinada com maltodextrina e gelatina, demonstrou-
se como uma excelente alternativa para manter a viabilidade de L. rhamnosus GG. A
microparticula selecionada protegeu o microrganismo probidtico quando submetido ao
tratamento térmico e as variacdes de pH, apresentando caracteristicas fisico-quimicas aceitaveis
e mantendo a viabilidade do probidtico a -18 e 8 °C durante 120 dias de armazenamento.
Quando submetida as condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro, a microparticula
apresentou cerca 6 log UFC.g™!' durante todas as fases avaliadas: gdstrica, entérica I e entérica
II. Quando adicionada a geleia, a microparticula contendo L. rhamnosus GG apresentou células
vidveis por 45 dias quando armazenadas a 25 °C e por 60 dias quando armazenadas a 8 °C.
Dessa forma, a farinha de yacon representa uma alternativa promissora como material de parede
de baixo custo, alta disponibilidade e com caracteristicas prebidticas podendo ser utilizada na
microencapsulacido de probidticos por spray drying, principalmente, quando combinada com
outros materias como maltodextrina e gelatina, sendo uma ferramenta para desenvolvimento de

produtos probidticos a partir de matrizes vegetais.
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CAPITULO 4

Maltodextrina, farinha de banana verde e gelatina como materiais de parede para
microencapsulacao de Lacticaseibacillus rhamnosus GG: sobrevivéncia do probiotico,

caracterizacio da microparticula e aplicacao em doce de banana

Resumo
Diferentes materiais de parede sdo aplicados na microencapsula¢do de probidticos por spray

drying a fim de proteger esses microrganismos de condi¢des adversas, tais como variacdes de
temperatura, de pH e condi¢des de armazenamento. Com isso, a busca por materiais de parede
eficientes, de baixo custo, com alta disponibilidade e provenientes de fontes naturais é cada vez
maior. No presente estudo, foram desenvolvidas microparticulas através da técnica de spray
drying utilizando farinha de banana verde combinada com materiais convencionais como
maltodextrina e gelatina para microencapsular Lacticaseibacillus rhamnosus GG. As
microparticulas produzidas foram avaliadas em relacdo a eficiéncia da encapsulagdo, resisténcia
térmica do probidtico e as variagdes de pH. Posteriormente, a microparticula que proporcionou
maior resisténcia ao probidtico foi caracterizada e avaliada quanto a viabilidade do mesmo
durante 120 dias em diferentes condi¢des de armazenamento (-18, 8 e 25 °C), sobrevivéncia as
condi¢Oes gastrointestinais simuladas in vitro e viabilidade do probidtico quando adicionada
em doce de banana. Dentre os tratamentos avaliados, a microparticula contendo 12,5%
maltodextrina, 2,5% gelatina e 5% farinha de banana verde apresentou eficiéncia de
encapsulacdo de > 80%, alta resisténcia térmica do probidtico (> 77%) e sobrevivéncia em pH
acido (> 74%). Além disso, L. rhamnosus GG permaneceu viavel com contagens de 7,24 log
UFC.g ! quando armazenado a 8 °C e 7,97 log UFC.g"! quando armazenado a -18 °C. L.
rhamnosus GG resistiu 4 simulagio gastrointestinal in vitro com cerca de 5,53 log UFC.g™! das
células vidveis. Quando as microparticulas foram adicionadas ao doce de banana, L. rhamnosus
GG microencapsulado apresentou maior viabilidade em relagdo ao probidtico livre
armazenados a 25 °C. Dessa forma, a microparticula desenvolvida utilizando maltodextrina,
farinha de banana verde e gelatina pode ser considerada como uma boa matriz prebidtica
carreadora e eficiente para proteger microrganismos probidticos no desenvolvimento de

alimentos potencialmente simbidticos.

Palavras-chaves: desenvolvimento de produtos, doce em massa, matriz vegetal, probidtico,

prebidtico.
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1. Introducao

Os alimentos funcionais sdo alimentos ou ingredientes que quando consumidos na dieta
habitual produzem efeitos benéficos a satide além de atender as necessidades nutricionais
basicas, com a capacidade de prevenir e tratar doencas cronicas (Fu et al., 2022; Kiister-Boluda,
& Vidal-Capilla, 2017; Goetzke, Nitzko, Spiller, 2014). Esses alimentos podem conter
substancias como fibras, microrganismos probidticos, dcidos graxos como 6mega-3, compostos
fendlicos e carotendides (Coelho et al., 2019).

Os probidticos correspondem ao setor de maior crescimento das industrias farmacéutica,
nutracéutica e de alimentos funcionais (Ruiz Rodriguez et al., 2019). Dentre os probidticos,
Lacticaseibacillus rhamnosus GG, também conhecido como Lactobacillus rhamnosus GG
antes da reclassificacdo por Zheng et al. (2020) é uma das cepas probidticas mais estudadas
pela comunidade cientifica e vem apresentando resultados satisfatorios quando adicionados em
matrizes alimentares (Kara, Volkan, & Erten, 2019; Xavier-Santos, Scharlack, Lima Pena, &
Antunes, 2022; Sireswar, Dey, & Biswas, 2021; Chan, Toh, & Liu, 2021; Vesterlund, Salminen,
& Salminen, 2012). L. rhamnosus GG possui algumas caracteristicas especificas, como alta
adesdo a superficie das mucosas, resisténcia a acidos e atividade imunoldgica (Capurso, 2019).

O consumo regular de alimentos contendo probidticos € capaz de proporcionar alguns
benéficos ao hospedeiro para manutencdo da sadide. Dentre eles, o bom funcionamento do
sistema intestinal, alivio da constipa¢@o, melhoria da resposta do sistema imunolégico, reducao
dos niveis de colesterol sérico, melhoria dos niveis de tolerancia a lactose e protecdo contra
cancer de c6lon (Galdeano, Cazorla, Dumit, Vélez, & Perdigén, 2019; El-Naggar, Soliman,
Morsy, & Abdel-Aziz, 2020; Infusino et al., 2020; Mrityunjaya et al., 2020).

No entanto, a capacidade de proporcionar esses beneficios é reduzida devido a
sensibilidade desses microrganismos a condi¢des dcidas, exposicao a temperaturas elevadas,
toxicidade do oxigénio, estado fisico da matriz alimentar, condi¢cdes de armazenamento do
alimento e a passagem pelo sistema gastrointestinal (Farnworth, & Champagne, 2010; Vivek et
al., 2023), sendo os danos causados a estes microrganismos minimizados pela utilizacdo da
técnica de microencapsulagdo.

O método mais comumente utilizado para microencapsular bactérias probidticas na
inddstria de alimentos € o spray drying, que consiste em formar uma suspensao contendo os
probidticos e os agentes de revestimento, sendo essa solucdo encapsulante posteriormente
atomizada na forma de goticulas em uma camara de secagem contendo ar quente, na qual ocorre

uma rapida evaporagdo do solvente, com a obtencdo das microparticulas em p6 (Encina,
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Vergara, Giménez, Oyarzin-Ampuero, & Robert, 2016; Gharsallaoui, Rouaut, Chambin,
Voilley, & Saurel, 2007; Di Pretoro, Manenti, Di Pretoro, & Manenti, 2020).

Uma variedade de materiais de parede pode ser utilizada na microencapsulagao de
probidticos a fim de proteger esses microrganismos das condicdes adversas e manter a
viabilidade durante as etapas de processamento, armazenamento prolongado e passagem pelo
TGI (Razavi, Janfaza, Tasnim, Gibson, & Hoorfar, 2021). Entretanto, encontrar materiais de
parede naturais, eficientes e de baixo custo para a microencapsulaciao de probidticos por spray
drying é outro grande desafio. Nos udltimos anos, o desejo dos pesquisadores de utilizar
materiais alternativos aos materiais convencionais, levou a aplicacdo de novos grupos, que
podem ser categorizados como materiais de parede “verdes” (Samborska et al., 2021; Nishad,
Mir, Walia, 2019; Kaderides, Goula, 2019).

As frutas verdes, como a banana verde (Musa paradisiaca L.), sdo ricas em granulos de
amido resistente e podem ser consideradas como fonte nao convencional de fibras alimentares,
pois sdo indigeriveis. Especificamente, essas frutas contém cerca de 73,6% a 79,4% de amido,
dos quais 47,3% a 54,2% sao considerados amido resistente (Alvarado-Jasso et al., 2020). O
amido de banana apresenta potencial competitivo e caracteristicas funcionais em termos de
bem-estar humano podendo oferecer uma ampla gama de adequacgdes para muitos aspectos
comerciais (Kaur, Dhull, Kumar, & Singh, 2020). Devido ao seu alto teor de amilose e sua
resisténcia a hidrélise, o amido de banana verde fornece maior protecdo durante a passagem
pelo estdbmago e oferece liberacao diante das condigdes intestinais (SANCHEZ et al., 2022).

Nesse sentido, devido a falta de estudos utilizando a farinha de banana verde como
material de parede na microencapsulacdo de probidticos por spray drying, o presente estudo
teve como objetivo avaliar materiais de parede convencionais como maltodextrina e gelatina
combinados com a farinha de banana verde organica, um material ndo convencional, para
microencapsulacdo de Lacticaseibacillus rhamnosus GG por spray drying e incorporar a
microparticula desenvolvida em doce de banana em massa avaliando, assim, o potencial de uma

nova matriz para carrear microrganismos probiéticos.

2. Material e métodos
2.1 Material
Foram usados cultura de Lacticaseibacillus rhamnosus GG ATCC53103 adquirida da
Culturelle® (EUA), farinha de banana verde orginica adquirida da QEBanana Organic (Piau,
MG, Brasil), maltodextrina adquirida da Growth Supplements (Brasil) e gelatina adquirida da

Gelita (Alemanha). Outros produtos quimicos e enzimas utilizados foram: NaOH e NaH2 PO4
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- 2H20 (Synth, Sao Paulo, Brasil), HCI (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil), NaCl (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil), CazCO (QEEL, Sao Paulo, Brasil), pepsina isolada de mucosa
gdstrica suina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), lipase de Penicillium camemberti (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), pancreatina de pancreas de suino (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil), bile bovina (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil), meio de cultura Man Rogosa Sharpe
(MRS; Kasvi, Sdo Paulo, Brasil), caldo MRS (TM Media, Sao Paulo, Brasil), carbonato de
calcio (QEEL, Sao Paulo, Brasil) e purpura de bromocresol (Exodo Cientifica, Sao Paulo,
Brasil). Para o preparo do doce em massa de banana foi utilizado actcar (Delta, Brasil), dcido

citrico (Adicel, Belo Horizonte, Brasil) e pectina (Palazzo do Diet Light, Sao Paulo, Brasil).

2.2 Cultivo do microrganismo probiético e condicoes de crescimento

Uma cédpsula de L. rhamnosus GG ATCC53103 (Culturelle®) foi ativada em caldo MRS
de acordo com Paula et al. (2019) com modificac¢des. O pellet obtido foi lavado duas vezes em
solucdo salina estéril (0,85%), centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos e armazenado sob

refrigeracdo até o momento de sua utilizagdo.

2.3 Desenvolvimento das microparticulas

Inicialmente, definiu-se os tratamentos como:
- Microparticula A: 16,67% maltodextrina, 3,33% gelatina;
- Microparticula B: 12,5% maltodextrina, 2,5% gelatina e 5% farinha de banana verde;
- Microparticula C: 15% maltodextrina, 1% gelatina e 4% farinha de banana verde;
- Microparticula D: 15% maltodextrina, 2% gelatina e 3% farinha de banana verde.

Os materiais foram dissolvidos em dgua destilada e homogeneizados por 1 hora a 25 °C,
sendo as solugcdes encapsulantes filtradas e autoclavadas a 121°C por 15 minutos. Apds o
resfriamento, a suspensao de células de L. rhamnosus GG na concentragdo de 5% em relagao a
quantidade de material da parede foi adicionada a solucdo de encapsulamento e homogeneizada

por 10 minutos em agitador magnético (Fisatom® 752 A) a 25 °C.

2.4 Microencapsulacio de L. rhamnosus GG por spray drying

Para a produgdo das microparticulas contendo probidtico, as solugdes encapsulantes
foram secas em um Spray Dryer de bancada (BUCHI® B-290) seguindo metodologia descrita
por Braber et al. (2020) com modificagdes. A temperatura de entrada utilizada foi 130 °C e
temperatura de saida de 73 °C, com vazio de alimentagdo de 0,25 L/h! e vazio de ar de secagem

de 3,00 m*min’!. As microparticulas em pé foram fracionadas de acordo com as andlises a
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serem realizadas e armazenadas sob refrigeracdo 8 °C em frascos de vidro estéreis com tampa

de vedacao por pressdo e envolvida por plastico PVC para uso posterior.

2.5 Avaliacao da resisténcia do probiético nas microparticulas produzidas
2.5.1 Viabilidade de L. rhamnosus GG nas microparticulas

Um grama de microparticulas foi reconstituido em 9 mL de solucdo salina (0,85%),
obtendo-se a dilui¢io de 10°!. Em seguida, a dilui¢cdo foi mantida por 5 minutos a 25 °C sob
agitacdo em um misturador vértex (KASVI® basic K45-2810) para liberar as células probidticas
(Arslan, Erbas, Tontul, & Topuz, 2015). A viabilidade foi determinada pela contagem de

bactérias acido-laticas, de acordo com Richter e Vedamuthu (2001).

2.5.2 Eficiéncia da encapsulacao (EE)
A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada conforme a Eq. (1), seguindo Annan;
Borza; Hansen (2008):

N
EE(%) = 7> 100 Eg- ()

Em que:
N: nimero de células vidveis (Log UFC.g!) liberadas das microparticulas;
No: nimero de células livres vidveis (Log UFC.g!) na solu¢do de alimentagdo antes do

processo de encapsulamento.

2.5.3 Resisténcia térmica de L. rhamnosus GG nas microparticulas

A resisténcia da célula livre de L. rhamnosus GG (controle) e das mesmas nas
microparticulas produzidas foi avaliada de acordo com Zhang, Lin, & Zhong (2015). Um grama
de amostra foi diluido em 9 ml de solugdo salina (0,85 %) e, em seguida, submetida a condicdes
térmicas de 63 °C por 30 minutos (tempo necessdrio: 4,07 min) e 72 °C por 15 s (tempo
necessario: 2,38 min), seguido de resfriamento imediato até atingir a temperatura ambiente (25
°C). A contagem de células viaveis foi realizada pelo método de contagem em placas descrito

no item 2.5.1.

2.5.4 Resisténcia de L. rhamnosus GG em diferentes valores de pH
A avaliacdo da ocorréncia de ruptura das microparticulas produzidas foi avaliada em

solucdo com diferentes valores de pH, sendo estes 7,4 e 2,0. Para preparo dessas solugdes
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utilizou-se solucao tampao PBS 100 mM para obten¢do de pH 7,4 e solugao salina 0,5% (mv-
), pH 2,0 ajustado com HCI 0,IN contendo 3 mg.mL™!' de pepsina. Para tanto, 0,1 g da
microcdpsula a ser analisada foi ressuspenso em 1 mL de cada solu¢ao, misturado por vértex e
mantido em agitador a 150 rpm a 37 °C por 120 min (Rosolen et al., 2019). A contagem de

células vidveis foi realizada pelo método de contagem em placas descrito no item 2.5.1.

2.6 Selecao da microparticula

Ap6s avaliacdo das microparticulas desenvolvidas, a microparticula que apresentou
maior eficiéncia de encapsulacdo, boa resisténcia térmica e resisténcia de L. rhamnosus GG ao
pH foi selecionada para seguir para as proximas etapas de caracterizagdo e aplicacdo no

produto.

2.7 Caracterizacao fisico-quimica da microparticula selecionada
2.7.1 Atividade de agua
A atividade de 4gua foi determinada usando um medidor de atividade de dgua. (Aqualab

4TE, Decdgono Devices, Pullman, Washington, EUA) a 25 °C.

2.7.2 Teor de agua
O teor de 4dgua (%, b.u.) das microparticulas foi determinado gravimetricamente com
calor (AOAC, 2000), 2 g das microparticulas foram pesadas e espalhadas uniformemente em

capsulas metalicas secas e secas a 105 °C (£ 2 °C) até atingirem massa constante.

2.7.3 Higroscopicidade

A higroscopicidade das amostras foi medida segundo Cai & Corke (2000). Um grama
de microparticula foi espalhado em uma placa de Petri e armazenado em um recipiente com
solucdo saturada de NaCl (UR 75,29 %) durante 7 dias a 25 °C. A higroscopicidade foi expressa

em g de dgua absorvida por 100 g de amostra (%).

2.7.4 Solubilidade

Um grama de microparticulas foi transferido para um tubo Falcon contendo 100 mL de
dgua destilada. A homogeneizacdo foi realizada em mesa agitadora a 100 rpm por 30 min a
temperatura de 25 °C. A amostra foi dispersa e centrifugada a 3000 rpm por 5 min. Uma

aliquota de 25 mL do sobrenadante foi transferida para uma placa de aluminio seca e pré-pesada
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que foi mantida a 105 °C (Cano-Chauca, Stringheta, Ramos, & Cal-Vidal, 2005). Em seguida,

a solubilidade (%) foi calculada por diferenca de peso.

2.7.5 Morfologia e tamanho médio

A morfologia das microparticulas foi avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) (TM3000, HITACHI®), com aumento de 800 x. O tamanho médio das particulas foi
determinado usando o software ImageJ 1.50i (Pitigraisorn, Srichaisupakit, Wongpadungkiat, &

Wongsasulak, 2017).

2.7.6 Viabilidade do probidtico microencapsulado em diferentes temperaturas de
armazenamento

As microparticulas foram armazenadas em temperatura ambiente (25 °C), sob
refrigeracdo (8 °C) e sob congelamento (-18 °C) por 120 dias. As contagens de células vidveis
foram avaliadas aos 0, 30, 60, 90 e 120 dias de armazenamento conforme item 2.5.1. € 0s

resultados foram expressos em log UFC-g !

2.7.7 Simulacao in vitro das condicoes gastrointestinais

A microparticula selecionada foi avaliada segundo metodologia descrita por Bedani,
Rossi e Saad (2013) para simular as 3 fases: géstrica, entérica I e entérica II.

Na fase géstrica, aliquotas de 10 mL da diluicdio 107! de microparticulas foram
transferidas para frascos estéreis de 100 mL, onde o pH fo1 ajustado para 2,3-2,6 com HCI 1
N. Posteriormente, pepsina (mucosa do estobmago de suino) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil)
e lipase de Penicillium camemberti (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) foram adicionados na
concentragdo de 3 g-L ' e 0,9 mg-L!, respectivamente. Os frascos foram incubados a 37 °C por
2 h com agitagdo a 150 rpm em incubadora SOLAB (SL 222).

Na fase entérica I, o pH foi ajustado para 5,4-5,7, utilizando solu¢do alcalina (pH12,
NaOH 1 N e NaH>PO4-2H>0), contendo também bile bovina (Sigma-Aldrich, Sao Paulo,
Brasil) e pancreatina pancredtica suina (Sigma- Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) nas concentragdes
de 10 g-L!'e 1 g-L!, respectivamente. Os frascos foram reincubados a 37 °C por 2 h com
agitacdo.

Na fase entérica II, o pH dos sistemas entéricos foi elevado para 6,8—7,2 usando a mesma
solucdo alcalina. Bile bovina e pancreatina foram entio adicionadas para atingirem novamente
concentragdes de 10 g-L' e 1 g-L°!, respectivamente. Os sistemas foram novamente incubados

a 37 °C por 2 h com agitacdo, totalizando 6 h de teste.
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A contagem das células sobreviventes apos cada fase da simulacdo gastrointestinal foi
realizada removendo-se aliquotas de 1 mL que foram diluidas em solucao salina 0,85 %. A

contagem de bactérias probidticas foi realizada conforme descrito no item 2.5.1.

2.8 Aplicaciao da microparticula selecionada em doce de banana
O comportamento da microparticula selecionada contendo L. rhamnosus GG foi
avaliado em doce de banana em massa, elaborado conforme Resolu¢ao Normativan©9, de 1978

(BRASIL, 1978).

2.8.1 Elaboracao do doce de banana contendo L. rhamnosus GG

Para a producao do doce de banana, foi utilizada banana nanica (Musa acuminata 'Dwarf
Cavendish') selecionada de acordo com o ponto de maturagdo 7 (amarela com pequenas
manchas de cor marrom) de acordo com a escala de Von Loesecke (PBMH & PIF, 2006), onde
o fruto tem teor minimo de amido e méximo de acucar. Inicialmente, as frutas foram lavadas
em agua corrente para eliminacdo das sujidades superficiais, sanitizadas em solugcdo de 150
mg.L! de cloro ativo durante 10 minutos para eliminag¢io de microrganismos contaminantes e
enxaguadas em dgua potdvel contendo 10 mg.L!' de cloro ativo. Posteriormente, as bananas
foram descascadas manualmente e trituradas em liquidificador industrial (Tron® capacidade de
5 litros) por 5 minutos para obtencdo de uma massa homogénea. Adicionou-se 0,1% de acido
citrico a polpa de banana para evitar o escurecimento. A polpa de banana foi transferida para o
tacho aberto sob aquecimento, adicionando-se 30% de agucar e 1% de pectina citrica em relagao
a quantidade de polpa de banana. Os ingredientes foram homogeneizados com auxilio do
agitador acoplado ao tacho aberto e iniciou-se a etapa de concentracdo até atingir o teor de
sOlidos soliveis de 78 °Brix. O doce obtido foi resfriado até 50 °C e fracionado da seguinte

forma:

-Tratamento CL: 2 Kg de doce em massa de banana; 10 g de L. rhamnosus GG livre (pellet)
contendo 12 Log UFC.g™.
-Tratamento M: 2 Kg de doce em massa de banana; 100 g de L. rhamnosus microencapsulado

contendo 10 Log UFC.g"!.

Tanto o pellet de células quanto o p6 contendo as microparticulas foram adicionados,
homogeneizados aos doces e transferidos para formas de ago inoxidavel (45x25x2cm) para

resfriamento. Ap6s resfriamento, os doces foram cortados com auxilio de facas de ago
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inoxiddvel em formato retangular com, aproximadamente, 50 g cada pedaco e embalados em
plastico celofane (polipropileno biorientado BOPP) seguido de embalagem de polipropileno e
lacrados em seladora a vacuo (Selovac modelo Jumbo PLUS). Os doces foram codificados de
acordo com o tratamento (CL e M) e com o tempo de andlise (0, 7, 14, 21 e 30 dias) e

armazenados a 25 °C.

2.8.2 Viabilidade
A viabilidade de L. rhamnosus GG livre e microencapsulado adicionado no doce de
banana foi avaliada nos tempos 0, 7, 14, 21 e 30 dias de armazenamento seguindo metodologia

descrita no item 2.5.1. e os resultados foram expressos em log UFC-g ™!,

2.8.3 Determinacao das caracteristicas fisico-quimicas do doce de banana em massa

Os valores de pH, acidez tituldvel (g 4cido citrico/100 g de produto) e sélidos soldveis
totais (SST) foram determinados de acordo com a AOAC (2016). A atividade de 4gua foi
avaliada em um analisador de atividade de dgua (Aqualab 4 TE, Decagono Devices, Pullman,
Washington, EUA) a uma temperatura de 25 °C. As andlises foram realizadas ao longo do

periodo de armazenamento, nos tempos 0, 7, 14, 21 e 30 dias.

2.8.4 Simulacao in vitro das condicoes gastrointestinais

L. rhamnosus GG livre e microencapsulado adicionados ao doce de banana foram
avaliados quanto a sobrevivéncia durante a simulagdo gastrointestinal in vitro apds a produgao
(tempo 0 dia) de acordo com Bedani, Rossi e Saad (2013) seguindo metodologia descrita no

item 2.6.7 e os resultados foram expressos em log UFC-g !

2.9 Analise estatistica

O experimento foi organizado em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) e
as andlises foram realizadas em duplicata com 3 repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) por meio do teste F seguido do teste de comparacdo de médias
de Tukey ao nivel de 5% de significAncia. Para isso, foi utilizado o software RStudio®, versio

1.4.1717.
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3. Resultados e discussao
3.1 Eficiéncia da encapsulacao (EE %)
A viabilidade do probiético foi avaliada antes e apds o spray drying, sendo a eficiéncia

da encapsulagdo (EE %) calculada (Tabela 1).

Tabela 1. Contagem de Lacticaseibacillus rhamnosus GG e eficiéncia de encapsulacido (%).

Tratamentos Antes da secagem Depois da secagem EE (%)
(log UFC.gh (log UFC.g™h
A 8,44 £0,21a 7,62 £0,25b 90,29 £1,61b
B 8,86 £0,07a 7,17 £0,05b 80,94 £ 0,27c
C 9,21 £0,09a 8,53 £0,28a 92,61 +3,16a
D 8,85 £0,05a 7,70 £ 0,05b 87,06 £ 0,77b

EE: eficiéncia de encapsulamento. *As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A: microparticula contendo 16,67% de
maltodextrina, 3,33% de gelatina e 5% de pellet de L. rhamnosus GG; B: microparticula
contendo 12,5% de maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de farinha de banana verde e 5% de
pellet de L. rhamnosus GG; C: microparticula contendo 15% de maltodextrina, 1% de gelatina
e 4% de farinha de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus GG; D: microparticula
contendo 15% de maltodextrina, 2% de gelatina e 3% de farinha de banana verde e 5% de pellet
de L. rhamnosus GG.

As microparticulas desenvolvidas diferiram (p < 0,05) em relacdo a eficiéncia da
encapsulacio (EE %). A microparticula C, contendo 15% de maltodextrina, 1% de gelatina e
4% de farinha de banana verde, apresentou maior taxa de encapsulagdo e diferiu-se dos demais
tratamentos. As microparticulas A (16,67% de maltodextrina, 3,33% de gelatina) e D (15% de
maltodextrina, 2% de gelatina e 3% de farinha de banana verde) ndo diferiram entre si e
apresentaram eficiéncia de encapsulacao de 90,29% e 87,06%, respectivamente.

A microparticula B (12,5% de maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de farinha de banana
verde) apresentou eficéncia de encapsulacdo em torno de 80% diferindo-se dos demais
tratamentos. Essa menor eficiéncia de encapsulagdo pode ter ocorrido devido a presenca de um
elevado teor de farinha de banana verde (5%) nesse tratamento, ocasionando dificuldades
durante a secagem como entupimento do bico atomizador e escoamento da solucdo
encapsulante dentro da camara de secagem.

De acordo com Obradovi¢, Voli¢, Nedovi¢, Rakin, & Bugarski (2022), as maiores
perdas apos o processo de spray drying sao consequéncias da adesdo do material de alimentacao

a parede da camara durante o processo. Além das perdas, devido a maior viscosidade desse
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material, o p6 produzido fica mais tempo exposto a temperatura elevada da camara de secagem,
reduzindo, assim, a viabilidade do microrganismo probi6tico.

Temperaturas de secagem muito elevadas ou mantidas por maior tempo podem resultar
em aumento da inativagdo das células durante o processo devido ao estresse térmico e a
desidratacdo causada aos microrganismos probioticos. Isso ocorre devido a remocdo de
moléculas de dgua ao redor da bicamada fosfolipidica das células, causando perdas nas func¢des
e fluidez da membrana celular. Além disso, também € capaz de danificar componentes celulares
como DNA, RNA, ribossomos e proteinas (Arepally, Reddy, & Goswami, 2020).

Dessa forma, a aplicacdo de materiais de parede eficientes pode reduzir o estresse
causado pela secagem. O tipo de material de parede utilizado e a concentragdo de sélidos da
solucdo encapsulante sdo fatores que influenciam na eficiéncia da encapsulacdo. Para
microencapsulacdo por spray drying, a solucdo de alimentacdo com concentracido de s6lidos
em torno de 20 a 30% € geralmente considerada 6tima para garantir alta viabilidade de células
bacterianas (Jantzen, Gépel, Beermann, 2013).

Assim, verificou-se que as concentragdes de materiais de parede utilizadas neste estudo
promoveram efeitos diferentes na sobrevivéncia de L. rhamnosus GG e, mesmo com a
concentracao final de sélidos de 20% para todos os tratamentos, a eficiéncia de encapsulagcdo
de todas as microparticulas desenvolvidas apresentaram bons resultados, com viabilidade dos
probidticos > 7 log UFC.g™! apés exposicdo a temperatura de 130 °C.

Barajas-Alvarez, Gonzalez-Avila, & Espinosa-Andrews (2022) avaliaram a eficiéncia
da encapsulacdo de L. rhamanosus HNOO1 por spray drying utilizando como materiais de
parede goma ardbica combinada com frutanos de agave, maltodextrina, inulina e trealose com
concetracdo final de sélidos de 10% e as microparticulas obtidas apresentaram eficiéncia de
encapsulacdo semelhantes aos resultados obtidos neste estudo, com variagdes de 84 a 93%

dependendo da combinacdo de material utilizada.

3.2 Resisténcia térmica de L. rhamnosus GG nas microparticulas

Uma das principais fun¢des da microencapsulacio € proteger o composto de interesse
de condicdes adversas durante o processamento de alimentos, principalmente durante o
tratamento térmico. Nesse estudo, as microparticulas desenvolvidas contendo L. rhamnosus GG
e as células livres deste microrganismo foram avaliadas quanto a resisténcia térmica nos
bindmios temperatura/tempo de 72 °C por 15 segundos e 63 °C por 30 minutos e os resultados

estdo apresentados na Figura 1.
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L. riramnosus GG (log UFC.g?1)
Inicial 72°C/5s 63 °C/30 min
FC 12,95+ 0,56a 5,02 = 0,40b 4,84 £ 0,24b
A 7,02 +0,25¢ 4,50+ 0,25b 4,24 +0,13b
B 7,17 £0,05¢ 5,50+0,11a 5,73 +0,18a
8,53 £0,28b 5,96+ 0,41a 6,01 =0,20a
90 D 7,70 £ 0,05¢ 5,88+0,33a 5,35 +0,18ab
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Figura 1. Resisténcia térmica de L. rhamnosus GG nas microparticulas em diferentes
tratamentos térmicos. *As médias seguidas da mesma letra na coluna (contagem de L.
rhamnosus GG — Log UFC.g™!) ou no mesmo tratamento térmico (Taxa de sobrevivéncia - %)
ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Célula livre composta por 100% pellet
de L. rhamnosus GG (l); A (W): microparticula contendo 16,67% de maltodextrina, 3,33% de
gelatina e 5% de pellet de L. rhamnosus GG; B (M): microparticula contendo 12,5% de
maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de farinha de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus
GG ; C ("): microparticula contendo 15% de maltodextrina, 1% de gelatina e 4% de farinha de
banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus GG; D (M): microparticula contendo 15% de

maltodextrina, 2% de gelatina e 3% de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus GG.

Quando submetidas ao tratamento térmico de 72 °C/15 s, a microparticula B constituida
de 12,5% de maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de farinha de banana verde e a microparticula
D com 15% de maltodextrina, 2% de gelatina e 3% de banana verde apresentaram as maiores
taxas de sobrevivéncia, sendo 77,63% e 76,38%, diferindo-se (p < 0,05) das microparticulas A,
C e da célula livre que apresentou 38,87% de células vidveis. Quanto as contagens de L.

rhamnosus GG, as microparticulas B, C e D contendo diferentes concentra¢des de farinha de
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banana verde apresentaram diferenca (p < 0,05) em relacdo a microparticula A contendo
16,67% de maltodextrina e 3,33% de gelatina.

Comportamento semelhante ocorreu quando as microparticulas foram submetidas ao
tratamento térmico de 63 °C/30 min. A microparticula B apresentou taxa de sobrevivéncia de
79,89 % das células de L. rhamanosus GG viaveis e diferiu (p < 0,05) das microparticulas A,
C e D e também da célula livre que apresentou sobrevivéncia de 37,41 % apds exposi¢io ao
tratamento térmico. Quanto a contagem das células, as microparticulas B e C diferiram (p <
0,05) da microparticula A e da célula livre.

Assim, constatou-se que as microparticulas desenvolvidas foram eficientes para
proteger o microrganismo probidtico dos danos causados por temperaturas elevadas. Observa-
se quando expostas a 72 °C/15 s, que as microparticulas apresentaram reducdes variando cerca
de 1,6 a 3,1 ciclos log UFC.g"! e, quando expostas a 63 °C/ 30 min apresentaram reducdes de
1,4 a 3,3 ciclos log UFC.g ™. Por outro lado, as células livres de L. rhamnosus GG apresentaram
redugdes de 7,9 ciclos log UFC.g™! quando expostas a 72 °C/ 15 s e cerca de 8,1 ciclos log
UFC.g ™! quando expostas a 63 °C/30 min. Em relacdo a taxa de sobrevivéncia de L. rhamnosus
GG, as microparticulas apresentaram resisténcia térmica dessa bactéria acima de 59% e acima
de 55% quando submetidas aos tratamentos de 72 °C/15 s e 63 °C/30 min, respectivamente.

Tais resultados podem ser justificados devido a presenca de maltodextrina em maior
quantidade combinada com outros materiais. Alguns materiais de parede utilizados na
microencapsulacdo para transportar probidticos como a maltodextrina funcionam como um
protetor térmico, sendo capaz de suportar temperaturas elevadas por um periodo de tempo e,
assim, proteger os probidticos dos efeitos térmicos (Yonekura, Sun, Soukoulis, & Fisk, 2014).

A maltodextrina € um dos materiais de parede mais utilizados na técnica de spray drying
devido a sua efici€ncia, baixo custo, alta solubilidade e por proporcionar resisténcia térmica,
estabilidade ao congelamento, estabilidade em condi¢cdes dcidas e protecdo fisica as
microparticulas formadas (Shepherd, Robertson, & Ofman, 2000; O'Regan & Mulvihill, 2010;
Fioramonti, Arzeni, Pilosof, Rubiolo, & Santiago, 2015; Silva et al., 2019).

Segundo Wu et al. (2021), os agucares como a maltodextrina quando utilizados como
material de parede envolvem os grupos hidroxila presentes nas moléculas de actcar, que
substituem as moléculas de d4gua e interagem com as proteinas na membrana celular formando
ligacbes de hidrogénio e, assim, reduzem a exposi¢do de residuos polares e
apolares na superficie da proteina impedindo sua desnaturagdo.

Entretanto, a utilizacdo isolada de maltodextrina como carreador de probidticos pode

ocasionar na liberagao descontrolada do componente ativo ao entrar em contato com a matriz
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hidrofilica (Francisco et al., 2018). Por isso, seu uso combinado com outros materiais €
recomendado, como foi realizado neste estudo. A viabilidade dos probidticos encapsulados
apods a exposi¢cao a um processo térmico depende de muitos fatores cruciais, dentre eles, o uso
da técnica de encapsulamento adequada, a estrutura das microparticulas produzidas e a selecao
dos materiais de parede adequados (Pitigraisorn, Srichaisupakit, Wongpadungkiat, &

Wongsasulak, 2017).

3.3 Resisténcia de L. rhamnosus GG nas microparticulas em diferentes valores de pH

As microparticulas desenvolvidas foram avaliadas quanto a ruptura em diferentes
condic¢des de pH e os resultados estdo apresentados na Figura 2. Observa-se que em pH 4cido
(pH 2,0 + 3 mg.mL' de pepsina), as microparticulas B e D ndo diferiram (p > 0,05) entre si e
apresentaram contagens de 5,35 e 5,52 Log UFC.g’!, respectivamente. A microparticula C, ndo
diferiu (p > 0,05) da microparticula B apresentando cerca de 5,21 Log UFC.g"!, entretanto,
quando comparada com a contagem inicial, apresentou redug¢do de 3,3 ciclos Log. A
microparticula A contendo 16,67 % de maltodextrina e 3,33 % de gelatina apresentou cerca de
4,67 Log UFC.g"!, com reducdo de aproximadamente 2,9 ciclo Logs da contagem inicial. A
célula livre apresentou cerca de 3,82 Log UFC.g"! e reducido de 9 ciclos log em relacdo a

contagem inicial (Figura 2).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S221242922300175X#bib12
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L. riiamnosus GG (log UFC.g1)
Inicial pH 2,0 pH 7.4
CL 12,95 + 0,56a 3,82 +0,66d 10,25 +0,28a
A 7,62 +0,25¢ 4,67+0,31c 6,72 = 0,54d
B 7,17 £ 0,05d 5,35 £ 0,44ab 7,76 = 0,69b
8,53 + 0,28b 521 +033b 8,00 = 0,06b
D 7,70 = 0,05¢ 5,52+0,15a 7,35+ 0,43¢
a
105 b b
I
Py
x 9
=275
% b b
_(2 60 I
5
B 45
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o
<
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=
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Figura 2. Resisténcia de L. rhamnosus GG nas microparticulas desenvolvidas em diferentes
condi¢Oes de pH. *As médias seguidas da mesma letra na coluna (contagem de L. rhamnosus
GG — Log UFC.g™") ou no mesmo pH de ruptura (Taxa de sobrevivéncia - %) ndo diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Célula livre composta por 100% pellet de L. rhamnosus
GG (l); A (W): microparticula contendo 16,67% de maltodextrina, 3,33% de gelatina e 5% de
pellet de L. rhamnosus GG; B (M): microparticula contendo 12,5% de maltodextrina, 2,5% de
gelatina, 5% de farinha de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus GG ; C ("):
microparticula contendo 15% de maltodextrina, 1% de gelatina e 4% de farinha de banana verde
e 5% de pellet de L. rhamnosus GG; D (M): microparticula contendo 15% de maltodextrina, 2%

de gelatina e 3% de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus GG.

Diferentes estudos indicam que a farinha de banana verde contém cerca de 52 a 75% de
amido resistente (Faisant, Gallant, Bouchet, & Champ, 1995; Tribess et al., 2009; Menezes et
al., 2011; Gomes, Ferreira, & Pimentel, 2016; Batista et al., 2017). O amido resistente pode
conferir um efeito protetor as culturas probidticas, uma vez que se disponibiliza como substrato
para esses microrganismos, servindo como fonte de carbono e, assim, auxiliando na
manuten¢do celular e prevenindo os probidticos de possiveis injurias causadas pela acidez
(Batista et al., 2017).

As microparticulas B e D apresentaram as maiores taxas de sobrevivéncia com 74,59%

e 71,63%, respectivamente, diferindo-se das microparticulas A e C que apresentaram taxas
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inferiores a 62% das células de L. rhamnosus GG vidveis quando mantidos em pH 2,0. As
microparticulas foram eficientes para proteger o microrganismo probidtico das condi¢des
acidas, pois quando expostos de forma livre a essas condi¢des, L. rhamnosus GG apresentou
sobreviéncia de apenas 29,58% das células.

Ja nas condi¢des de pH 7.4, a microparticula B diferiu (p < 0,05) das demais
microparticulas avaliadas, apresentando taxa de sobrevivéncia acima de 100% evidenciando
que L. rhamnosus GG foi liberado e ainda aumentou sua viabilidade, provavelmente, utilizando
os materiais de parede como substrato. As microparticulas C e D ndo diferiram ( p > 0,05) entre
si, com taxa de sobrevivéncia de 94,22% e 95,41% respectivamente. Nessa condi¢do, as
microparticulas desenvolvidas apresentaram taxas de sobrevivéncia acima de 88%, tais
resultados evidenciam que os materiais de parede que foram utilizados para microencapsular o

probidtico, quando em condi¢des basicas, consegue se romper € liberar o microrganismo.

3.4 Caracterizacdo da microparticula selecionada

Ap6s a realizagdo dos testes de resisténcia, a microparticula B contendo 12,5% de
maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% farinha de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus
GG foi selecionada para estudo. Esta microparticula demonstrou a menor eficiéncia de
encapsulacdo quando comparada com os demais tratamentos, com cerca de 80,94% de L.
rhamnosus GG encapsulados. Entretanto, foi a microparticula que apresentou a maior
resisténcia térmica (>77%), maior estabilidade ao pH 2,0 com sobrevivéncia acima de 74% das

células e sobrevivéncia de 108% das células quando submetidas ao pH 7,4.

3.4.1 Caracterizacao fisico-quimica

A microparticula selecionada apresentou teor de dgua de 3,48 £ 0,17% e atividade de
dgua de 0,22 £ 0,01, considerados fatores criticos que influenciam diretamente na estabilidade
dessas bécterias. Segundo Vesterlund, Salminen, & Salminen (2012), recomenda-se um teor
de 4gua abaixo de 7 % e atividade de dgua abaixo de 0,25 durante o armazenamento a longo
prazo, a fim de prolonogar a viabilidade dessas células. Com isso, observa-se que a
microparticula selecionada encontra-se dentro do esperado para produtos em po.

Além disso, de acordo com as normas do Codex, um nivel de umidade inferior a 5% é
considerado microbiologicamente estdvel para o acondicionamento e armazenamento de pos
(CODEX, 2011). Liu, Chen, & Chen (2022) avaliaram microparticulas contendo

Bifidobacterium adolescenteis obtidas por spray drying utilizando maltodextrina e isomalto-
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oligossacarideos como materiais de parede. As microparticulas desenvolvidas apresentaram
teor de dgua de 5,00 £ 0,14% e atividade de dgua de 0,21 + 0,05 quando obtidas em condic¢des
de secagem semelhantes ao presente estudo, com temperatura de entrada de 130 °C e saida em
torno de 75 °C.

Em relacdo a solubilidade, a microparticula B apresentou cerca de 75,52% + 0,49, que
€ uma das propriedades cruciais para avaliacdao de produtos comerciais em po e, principalmente,
para aqueles prontos para reconstituicio. Segundo Chaturvedi & Chakraborty (2022),
microparticulas que apresetam baixa solubilidade (< 75 %) indicam alta densidade aparente do
p6 obtido, com a presenca de particulas mais porosas que reduzem a drea de superficie total e,
assim apresentam solubilidade reduzida. Nesse caso, a microparticula desenvolvida atende ao
indicado com solubilidade acima de 75%.

A higroscopicidade, ou seja, a absorcdo de dgua, sdo capazes de afetar o teor de dgua
residual e a atividade de dgua dos produtos em p6 (Xu, Grizzard, Sismour, Bhardwaj, & Li,
2013). A microparticula selecionada apresentou cerca de 8,21 + 0,37 g.100g!. Os valores de
higroscopicidade variam de acordo com a composi¢do, tipo e concentragdo do material de
parede utilizado no encapsulamento (Arepally, Reddy, Goswami, 2020). Tanto o teor de dgua
quanto a higroscopicidade fornecem caracteristicas importantes sobre as particulas secas,
principalmente no que diz respeito a conservacao e manutencao da viabilidade desses produtos
(Santos, Machado, 2021).

Resultados semelhantes foram encontrados por Agudelo-Chaparro, Ciro-Velasquez,
Sepulveda-Valencia, & Pérez-Monterroza (2022) quando avaliaram as microparticulas
contendo L. rhamnosus utilizando whey protein, maltodextrina e trealose como materiais de
parede e os pés obtidos apresentaram higroscopicidade variando de 8 a 14 g.100g™! ao longo do

periodo de armazenamento.

3.5 Morfologia e tamanho de particula

Por meio da avaliacdo da microestrutura e a morfologia da superficie da microparticula
selecionada (Figura 3), observou-se que a microparticula obtida apresentou formato esférico
com algumas regides corrugadas devido a desidratagdo durante o spray drying, o que ocorrem
quando uma maior quantidade de dgua € removida das gotas liquidas durante a secagem,
resultando em maior encolhimento das gotas e a formacdo de rugas (Jinapong, Suphantharika,

& Jamnong 2008). Gul (2017) também relatou a formacao de concavidades na superficie das
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particulas atomizadas que ocorre devido ao encolhimento das particulas durante o processo de

secagem devido a rdpida evaporacdo das gotas de liquido.

muOOr  00dx e.hd JH HL D4.4 x800 100um
Figura 3. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das microparticulas

contendo 12,5% de maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de farinha de banana verde e 5% de

pellet de L. rhamnosus GG.

A utilizacdo dos materiais encapsulantes (~20%) e as condicdes do equipamento de
secagem resultaram em microparticulas com tamanho variando de 8,53 a 19,41 + 0,78 um.
Resultados semelhantes foram encontrados por Muhammad, Ramzan, Huo, Tian, Bian, (2017)
quando avaliaram diferentes materiais de parede como alginato de potdssio, pectina e amido
resistente de batata, combinados com protetores térmicos como maltodextrina, isolado de
proteina de soro de leite e D-manose para microencapsular L. plantarum por spray drying. As
microparticulas produzidas apresentaram tamanho médio de particula variando de 15 a 21 pm,
sendo que a microparticula utilizando amido de batata apresentou tamanho médio 21,24 +
0,09 um. De acordo com os autores, o uso de fibras dietéticas com maior viscosidade, como
amido resistente de batata e alginato de potdssio, acarretam na formacdo de pés com maior

tamanho médio de particulas.

3.6 Viabilidade durante o armazenamento

A microparticula selecionada foi avaliada em diferentes temperaturas (-18, 8 € 25 °C) a
cada 30 dias, durante 120 dias de armazenamento e os resultados estdo apresentados na Figura
4. Verificou-se que apds 30 dias de armazenamento, as temperaturas utilizadas influenciaram
de forma significativa (p < 0,05) a viabilidade de L. rhamnosus GG nas microparticulas

armazenadas a 25 °C apresentaram reduciio de cerca de 1,85 log UFC.g"!, enquanto aquelas
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microparticulas armazenadas a -18 °C e 8 °C apresentaram reducdes de 0,15 e 0,60 log UFC.g" !,

respectivamente.

Aa Aa Aa Ab Ab

Bc

Cc

L. rhamnosus GG (log.UFC.g™")
S = N WA O ® O
1

0 30 60 90 120

mT-18°C mT8°C T25°C
Figura 4. Sobrevivéncia de L. rhamnosus GG microencapsulado em diferentes condi¢des de
armazenamento. Microparticula contendo 12,5% de maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de
farinha de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus GG. Letras maidsculas diferentes
indicam uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras a0 mesmo tempo. Letras
minudsculas diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05) ao longo do tempo para cada

amostra.

Ao longo de 90 dias de armazenamento, as microparticulas armazenadas a 25 °C
apresentaram reducdo de cerca 5 ciclos log na viabilidade do probidtico e apresentaram
contagens de 3,23 log UFC.g"!. J4 aquelas armazenadas a -18 e 8 °C apresentaram contagens
de 8,03 e 7,72 log UFC.g!. Ap6s 120 dias, as microparticulas armazenadas a 25 °C ndo
apresentaram células vidveis, enquanto as microparticulas armazenadas a -18 °C ainda
continham cerca de 7,97 log UFC.g"! com redugdo de apenas 0,5 ciclo log desde o inicio do
periodo de armazenamento, e as armazenadas a 8 °C apresentaram contagem de 7,24 log UFC.g"
ap6s 120 dias, com redugdo de 1,23 ciclos log em relacdo ao tempo inicial.

Ainda que a microparticula armazenada a 25 °C tenha apresentando redugdo acentuada
ao longo dos 120 dias, esses resultados sao satisfatérios. Em um estudo anterior do nosso grupo
de pesquisa, as microparticulas desenvolvidas contendo Lactiplantibacillus plantarum
apresentam um declinio acentuado na viabilidade celular logo apds o 9° dia de armazenamento,

com viabilidade abaixo de 6 log UFC.g ! e apés 27 dias ndo apresentaram células viaveis (Costa
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et al., 2023). Nesse estudo, se o produto desenvolvido for para consumo em curto prazo, a
adicao da microparticulas desenvolvida serd eficiente com entrega de, aproximadamente, 7 log
UFC/g! até 60 dias de armazenamento do pé.

Alguns fatores como o controle do teor de dgua, da atividade de dgua, da temperatura,
da entrada de oxigénio e a mobilidade molecular sdo fatores que influenciam a estabilidade dos
probidticos durante o periodo de armazenamento de produtos secos (Santivarangkna, Kulozik,
& Foerst, 2008; Rajam e Anandharamakrishnan, 2015). De acordo com Fu & Chen (2011),
microparticulas que apresentam valores de atividade de d4gua acima de 0,25 apresentam redugdo
da viabilidade durante armazenamento em temperatura ambiente (25 °C) devido as condi¢des
favordveis para a continuidade do metabolismo bacteriano.

Ainda que em constante reducdo, a microparticula avaliada neste estudo conseguiu
manter células viaveis a 25 °C até 90 dias de armazenamento, o que pode ser explicado pela
capacidade da matriz carreadora utilizada proteger L. rhamnosus GG. Além disso, a
temperatura de saida mais elevada produzindo um pé com atividade de agua > 0,25 e a
embalagem de vidro com vedagdo que foi utilizada para o armazenamento dos pds, a menor
porosidade da embalagem pode ter reduzido o nivel de permeagdo do oxigénio e, assim,
contribuindo com a estabilidade do probiético durante armazenamento (Xu, Grizzard, Sismour,
Bhardwaj, & Li, 2013).

Os microrganismos probidticos como os Lactobacillus e Bifidobacterium spp. sdo
microaerdfilos e anaerdbios, respectivamente. Assim, espécies reativadas do oxigénio, como o
anion superoxido (O2"), o radical hidroxila (OH") e o perdxido de hidrogénio (H20>), quando
se acumulam, podem levar a morte celular (Vasiljevic & Shah, 2008). Dessa forma, a
concentracdo de oxigénio durante o armazenamento deve ser a mais baixa possivel, a fim de
evitar toxicidade e morte dos microrganismos probidticos e consequente perda de
funcionalidade do produto (Cruz et al., 2009). O nivel de oxigénio dissolvido no produto esta
relacionado com o tipo de embalagem utilizada e a sua permeabilidade, sendo considerada o
fator critico para os altos niveis de oxigénio presentes. O polietileno presente nas embalagens
plasticas € permedvel a gases e permite a difusdo de oxigénio nos produtos durante o
armazenamento (Talwalkar & Kailasapathy, 2004). Em contraste, o vidro tem permeabilidade
extremamente baixa (Cruz et al., 2007).

Muhammad, Ramzan, Huo, Tian, Bian (2017) avaliaram microparticulas contendo
Lactiplantibacillus plantarum obtidas por spray drying utilizando como materiais de parede
alginato de potdssio, pectina e amido resistente de batata juntamente com protetores térmicos

como maltodextrina, isolado de proteina de soro de leite e D-manose em relacdo a sobrevivéncia
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do probidtico durante periodo de armazenamento por 42 dias a 25 °C. Os autores observaram
que o processo de microencapsulacdo foi eficiente para proteger as células durante o
armazenamento e as microparticulas utilizando amido de batata como material de parede
apresentaram a maior resisténcia, assim como constatado no presente estudo.

Dessa forma, a microparticula desenvolvida neste estudo contendo L.rhamnosus GG
quando ndo for utilizada imediatamente apds a secagem, deve ser armazenada sob
congelamento (- 18 °C) ou sob refrigeragdo (8 °C) para uso posterior, afim de garantir a
viabilidade dos probidticos. Tais condi¢des sao semelhantes a forma de uso dos microrganismos

probidticos comerciais disponiveis.

3.7 Sobrevivéncia de L. rhamanosus GG livre e microencapsulado durante a simulacao
gastrointestinal in vitro

O estresse causado aos probidticos em ambientes gastrointestinais tem inicio no
momento que o alimento contendo esses microrganismos € consumido. Logo, a capacidade dos
probidticos de resistir durante a passagem pelo sistema gastrointestinal € fundamental para
promover os efeitos benéficos a saide. A taxa de sobrevivéncia (%) de L. rhamnosus GG livre
e microencapsulado quando submetidos as condi¢des gastrointestinais simuladas in vitro estao
apresentadas na Figura 5.

Na fase géstrica, apds 2 horas em pH 4cido (2,0-2,5), L. rhamnosus GG
microencapsulado apresentou sobrevivéncia de 81,17%, diferindo-se (p < 0,05) do probidtico
livre com taxa de sobrevivéncia de 46,33% e reducgdo de 5,19 ciclos log em relag@o a contagem
inicial. Apds 4 horas, ao final da fase entérica I que representa a simulagdo do intestino delgado,
L. rhamnosus GG microencapsulado apresentou sobrevivéncia de 99,73% das células,
diferindo-se (p < 0,05) de L. rhamnosus GG livre que apresentou sobrevivéncia de 52,05% das

células.
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Figura 5. Taxa de sobrevivéncia (%) de L. rhamnosus GG livre e microencapsulado durante
simulacdo gastrointestinal in vitro. *Célula livre (.); Microparticula ( ): contendo 12,5% de
maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de farinha de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus
GG. FG: fase gastrica; FE-I: fase entérica I; FE-II: fase entérica II; Letras maidsculas diferentes
indicam uma diferencga significativa (p<0,05) entre amostras na mesma fase. Letras mindsculas

diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) para a mesma amostra ao longo das fases.

Ao término da simulagdo gastrointestinal, na fase entérica II que representa o intestino
grosso, L. rhamnosus GG microencapsulado apresentou sobrevivéncia de 97,26% das células
probidticas e diferiu (p < 0,05) das células livres que apresentaram taxa de sobrevivéncia de
49,77% ao final das 6 horas de processo.

Tais resultados demonstram a importancia da técnica de microencapsulagdo e a protecao
fornecida pelos materiais de parede utilizados para manter a viabilidade dos probidticos.
Muhammad, Ramzan, Zhang, Zhang (2021) avaliaram amidos resistentes de batata, milho e
arroz com D-manose, maltodextrina e concentrado de proteina de soro de leite como material
de parede para a microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus KLDS 1.1003 por spray
drying e verificaram que o probidtico microencapsulado também demonstrou maior viabilidade
em relacdo ao microrganismo livre quando submetido as condi¢des gastricas simuladas.

A sobrevivéncia de L. rhamnosus GG microencapsulado durante a passagem pelo TGI
in vitro no presente estudo estd relacionado a presenca da farinha de banana verde na
composi¢ao dos materiais de parede utilizados. De acordo com Chang et al. (2022), a farinha

de banana possui alguns granulos de amido contendo superficies lisas e compactas, € com uma
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longa cadeia ramificada e estdvel. Assim, durante a digestao, essas caracteristicas dificultam o
contato com as enzimas digestivas e a sua entrada para o interior dos granulos de amido através
dos poros promovendo maior resisténcia a digestdo. Logo, o elevado teor de amido resistente
presente nesse material de parede é capaz de aprisionar e proteger os probidticos durante o
processamento, armazenamento € passagem pelo sistema gastrointestinal (Ashwar, Gani, Gani,
Ahmad, & Shah, 2021). Além do amido resistente, a farinha de banana verde também possui
baixo indice glicémico (IG) e polissacarideos ndo amildceos como fibras alimentares,
antioxidantes, polifendis, minerais essenciais como o potdssio, algumas vitaminas como:
provitamina A, carotendides, B1, B2, C, que sdo importantes para a saide humana (Tiirker et

al., 2016; Khoozani et al., 2019; Lin et al., 2020).

3.8 Aplicacao da microparticula desenvolvida em doce de banana
ApO6s a caracterizacdo, a microparticula B contendo 12,5% de maltodextrina, 2,5% de
gelatina, 5% farinha de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus GG foi adicionada em

doce de banana em massa para avaliacdo da microparticula em uma matriz alimentar.

3.8.1 Caracterizacao fisico-quimica de doce de banana em massa

Os doces contendo células livres e microencapsuladas ndo diferiram (p > 0,05) em
relacdo ao pH no tempo 0 dia. Ja apos 7 dias, o doce contendo L. rhamnosus GG livre diferiu
(p < 0,05) daquele contendo as microparticulas, o que era esperado pois 0s microrganismos
estavam livres para utilizar os agucares presente como substrato, ocorrendo a redu¢do do pH e,
consequetemente, alteracdes nas caracteristicas do produto (Tabela 2). Os microrganismos
probidticos podem ter metabolizado os acucares presentes no doce, resultando na producao de
pequenas quantidades de dcidos organicos (Shah et al., 2010; Sohail et al., 2012). Por outro
lado, o produto contendo probidtico microencapsulado conseguiu manter o pH estavel durante
periodo de armazenamento, apresentando diferanca (p < 0,05) somente com 7 dias de

armazenamento (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliacao fisico-quimica de doces de banana em massa contendo L. rhamnosus GG

livre e microencapsulado durante periodo de armazenamento.

Tempo
Tratamentos | (dias) pH ATT STT aw
0 470 £0,01 Aa |0,52+0,23 Ab |84,65+0,03Ba |0,54+0,08 Ab
7 4,15+0,01 Bc 0,59 +0,31 Aa |83,34+0,05Bb |0,55+0,06 Ab
CL 14 424 +0,02Bb |0,61 £0,19 Aa |83,17£0,04 Ab [0,56 +£0,02 Aa
21 4,18 £0,01 Bc |0,59+0,22 Aa |83,07£0,02Bb [0,56 £0,06 Ba
30 431+0,03Bb |0,60+0,25 Aa |83,03+0,03Bb |0,58 £0,06 Aa
0 473 £0,03 Aa 0,54 +£0,21 Aa |85,55+0,04 Aa [0,54+£0,05 Ab
7 4,69 +£0,02 Ab [0,51£0,27 Aa |84,26 £0,06 Ab |0,54+0,05 Ab
M 14 471 £0,01 Aa |0,50+0,16 Ba |83,87 £0,06 Ab [0,57 £0,07 Aa
21 477 +0,01 Aa [0,55+0,11 Aa |85,10+0,02 Aa |0,59 +£0,09 Aa
30 476 £0,01 Aa [0,51 £0,09 Ba |84,63+0,07 Ab |0,59+0,11 Aa

*As médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Microparticula contendo 12,5% de maltodextrina, 2,5% de gelatina, 5% de
farinha de banana verde e 5% de pellet de L. rhamnosus GG. Letras maidsculas diferentes
indicam uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras no mesmo tempo. Letras
minusculas diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05) ao longo do tempo para cada
amostra.

Quanto a acidez total tituldvel, os doces contendo L. rhamnosus GG livre apresentaram
acidez de 0,52 a 0,61 g de 4cido citrico por cada 100 g de doce e o tratamento contendo L.
rhamnosus GG microencapsulado apresentou acidez de 0,50 a 0,55 g de 4cido citrico por cada
100 g de doce, nao diferindo (p > 0,05) ao longo do periodo de armazenamento.

De acordo com a Resolu¢cdo Normativa n. 9 de 1978, o teor minimo de sé6lidos soluveis
totais para doce em massa deve ser de 65%, logo os doces contendo L. rhamnosus GG livre e
microencapsulado atendem aos padrdes estabelecidos (BRASIL, 1978). Em relacdo a atividade
de dgua, ambos os tratamenos apresentaram variacoes de 0,54 a 0,59 ao longo do periodo de
armazenamento e ndo apresentaram diferenca (p > 0,05) entre si. Entretanto, os doces
apresentaram diferenca ( p < 0,05) ao longo dos 30 dias de armazenamento a 25 °C com um
ligeiro aumento na atividade de d4gua ao longo do tempo, que pode ocorrer devido a absor¢ao

de 4gua pelo produto e, consequentemente, o aumento da dgua livre.

3.8.2 Viabilidade de L. rhamnosus GG livre e microencapsulado em doce de banana em
massa durante armazenamento

Inicialmente, os doces contendo células livres e microencapsuladas ndo apresentaram
diferenca (p>0,05) em relagc@o a contagem de células vidveis do probidtico, apresentando 9,28

log UFC.g! e 8,85 log UFC.g!, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Viabilidade de L. rhamnosus GG livre e microencapsulado adicionado em doce de
banana em massa. CL (.): doce de banana em massa contendo L. rhmanosus GG livre; M (

): doce de banana em massa contendo L. rhmanosus GG microencapsulado. Inicial: antes da
simulacdo; FG: fase gastrica; FE-I: fase entérica I; FE-II: fase entérica II; Letras maidsculas
diferentes indicam uma diferenga significativa (p<0,05) entre amostras na mesma fase. Letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) para a mesma amostra ao longo

das fases.

Entretanto, apds 7 dias de armazenamento, o doce contendo L. rhamnosus GG
microencapsulado apresentou contagem de 7,94 log UFC.g"! e diferiu (p<0,05) do tratamento
contendo célula livre que apresentou contagem de 3,61 log UFC.g™!, com reducdo de cerca de
5,61 ciclos log em relac@o ao tempo inicial. Com 14 dias, o produto contendo L. rhmanosus GG
livre apresentou 2,34 log UFC.g™! de células vidveis, enquanto o tratamento contendo probidtico
microencapsulado apresentou cerca de 6,80 log UFC.g™\.

Nos tempos 21 e 30 dias de armazenamento, o doce contendo L. rhamnosus GG livre
nido apresentou células vidveis e o tratamento contendo o probidtico microencapsulado
apresentou contagens de 5,40 e 2,86 log UFC.g"!, respectivamente. Tais resultados evidenciam
o importante papel da microencapsulagao para inser¢io de probidticos em diferentes produtos
ndo lacteos. Apesar da reducdo ao longo do armazenamento, L. rhamnosus GG
microencapsulado conseguiu manter-se em quantidades vidveis por mais tempo.

De acordo com os resultados apresentados no presente estudo, a microparticula

desenvolvida contendo L. rhamnosus GG representa uma alternativa eficiente para
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incorpora¢do de microrganismos probidticos em matrizes de base ndo ldctea como os doces de
frutas. Além disso, o doce de banana em massa pode ser considerado como uma matriz
apropriada para manter a estabilidade do probidtico em quantidades suficientes para garantir
beneficios a satide do hospedeiro. Para atingir a quantidade recomendada de probidticos vidveis,
a porcao de 50 g de doce de banana deve ser consumida até os 21 dias de armazenamento para

promover os beneficios ao organismo.

3.8.3 Avaliacdo da sobrevivéncia as condicoes gastrointestinais simuladas in vitro de L.
rhamnosus GG livre e microencasulado em doce de banana em massa

A dosagem de probidticos € um critério importante para obter os beneficios pretendidos
para a satide. Segundo o FDA (EUA), o minimo estipulado é de 10° UFC por mL ou g do
produto, para alcangar a acdo probidtica no intestino humano (Boylston, Vinderola, Ghoddusi,
Reinheimer, 2004). Em geral, € possivel verificar que as células probidticas microencapsuladas
adicionadas no doce de banana em massa apresentaram as menores reducdes (aproximadamente
1,96 ciclo log) na populacdo de L. rhamnosus GG ao longo das condi¢Oes gastrointestinais
simuladas in vitro, entretanto no doce contendo células livres, as reducdes da viabilidade foram

significativas (p<0,05) e as amostras foram estatisticamente diferentes (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Sobrevivéncia de L. rhamonosus GG livre e microencapsulado em doce de banana

em massa durante a simulacdo gastrointestinal in vitro no tempo 0 dia.
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Na fase inicial, o doce de banana em massa contendo a célula livre ndo diferiu (p>0,05)
do tratamento contendo o probidtico microencapsulado com contagens de 9,06 e 8,77 Log
UFC.g'l, respectivamente. Na fase gastrica, com pH em 2,0 a 2,5, o tratamento contendo L.
rhamnosus GG microencapsulado diferiu-se (p<0,05) do tratamento contendo o probidtico
livre. No doce com probidtico microencapsulado, as redugdes da viabilidade foram em torno
de 1,9 ciclo log, enquanto no produto contendo a célula livre, as redugdes foram 5,5 ciclo log
(Figura 7).

Na fase entérica I, apds 4 horas de incubacao in vitro, as menores reducdes em relacio
a populagdo inicial ocorreram para o doce contendo o probidtico microencapsulado, com cerca
de 1,8 ciclo log, enquanto o doce com células livres apresentou reducdo de 4,2 ciclos log. Na
fase entérica II, apos 6 horas, o doce contendo probidtico microencapsulado apresentou reducao
de 1,7 ciclo log em relacdo a contagem inicial diferindo-se (p < 0,05) do doce contendo a célula
livre com reducao de 4,6 ciclo log.

Resultados semelhantes foram encontrados por Santos et al. (2019) ao avaliarem a
microencapsulacdo de Lactobacillus acidophilus La-5 por spray drying utilizando inulina como
material de parede e aplicacdo das microparticulas em uma mousse dietética simbidtica. A
menor reducdo das contagens de células, apds 6 h dos ensaios in vitro , ocorreu para mousse
com probidtico microencapsulado com reducdo de apenas 1,3 ciclos log, seguido pela mousse
contendo células livres com reducao de 3,0 ciclos log.

Neste estudo, L. rhamnosus GG microencapsulado e aplicado em doce de banana em
massa apresentou elevada sobrevivéncia quando submetido as condi¢des gastrointestinais in
vitro, e isso ocorreu devido a estabilidade promovida pelas microparticulas aos probidticos. A
combinacdo de ingredientes prebidticos com os materiais de parede utilizados na microparticula
contribuiu para a sobrevivéncia do microrganismo, pois a estabilidade dos probidticos durante
a digestao € essencial para atingir o local de acdo em quantidades suficientes para promover 0s
benéficios a sadde.

A utilizagao de material de parede prebidtico, como a farinha de banana verde, pode ter
contribuido com a resisténcia desses microrganismos durante a passagem pelo trato
gastrointestinal simulado in vitro. Afinal, os ingredientes prebidticos atingem o intestino
intactos para posterior fermentacdo pelos microorganismos probidticos. Além disso, esses
materiais sdo resistentes ao pH acido do sistema gastrico e ndo sao hidrolisados por enzimas
digestivas ou absorvidos ao longo do trato gastrointestinal (Davani-Davari et al., 2019).

A incorporagdo de probidticos, prebidticos e simbidticos em alimentos requer diversos

desafios em relagcdo as etapas de processamento e armazenamento do produto. Técnicas de
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microencapsulacdo sdo alternativas importantes para manter a estabilidade desses compostos
durante o desenvolvimento de alimentos até o consumo final. A tendéncia crescente de
produtos vegetarianos e veganos nos udltimos dez anos, juntamente com o aumento de
consumidores intolerantes a lactose, levou a busca de novos carreadores probidticos e as fontes
vegetais sdo matrizes de origem ndo lactea e adequadas para administra¢io de probidticos, uma
vez que estes sdo mantidos acima dos intervalos recomendados. Garantir a viabilidade e
estabilidade dos probidticos durante o prazo de validade de produtos ndo lacteos é de extrema
importancia, uma vez que esses microrganismos estao expostos a vdrios fatores de estresse que
afetam sua viabilidade. Portanto, frutas e hortalicas sdo matrizes de origem ndo lactea com
grande potencial para preservar a viabilidade probidtica, seja por sua morfologia ou por atuarem

como substratos ou prebiodticos (Lillo-Pérez et al., 2021).

4.Conclusao

Neste estudo, a farinha de banana verde foi aplicada como material de parede para
microencapsular L. rhamnosus GG pela primeira vez e, quando combinada com maltodextrina
e gelatina, demonstrou-se como uma boa alternativa para manter a viabilidade do
microrganismo avaliado. A microparticula selecionada protegeu o microrganismo probidtico
quando submetido ao tratamento térmico e as diferentes condi¢cdes de pH, e apresentou
caracteristicas fisico-quimicas aceitdveis, mantendo a viabilidade do probidtico por 120 dias de
armazenamento, sob congelamento e refrigeracdo. Quando submetida as condig¢des
gastrointestinais simuladas in vitro, a microparticula apresentou cerca 5 log UFC.g"!' do
probidtico. No doce de banana em massa, L. rhamnosus GG microencapsulado apresentou
células vidveis por 30 dias armazenadas a 25 °C. O doce desenvolvido apresentou
caracteristicas fisico-quimicas adequadas. Quando submetido as condi¢des gastrointestinais
simuladas in vitro, o doce contendo L. rhamnosus GG microencapsulado apresentou maior
sobrevivéncia do mesmo quando comparado aquele contendo as células livres. Com isso,
materiais de parede ndo convencionais como a farinha de banana verde quando combinado com
materiais convencionais como maltodextrina e gelatina podem contribuir com a estabilidade
dos microrganismos probidticos microencapsulados.

A microencapsulacdo de probidticos por spray drying possibilita o desenvolvimento de
novos produtos probidticos em quantidades suficientes para promover os beneficios a sadde.
Além disso, a microencapsulacdo possibilita maior estabilidade aos probidticos durante as

etapas de processamento, tratamento térmico e ao longo do periodo de armazenamento.
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CONCLUSAO GERAL

A farinha de batata-doce, farinha de batata yacon e farinha de banana verde foram
utilizadas pela primeira vez como material de parede no presente estudo e, quando combinados
com os materiais convencionais, foram consideradas como alternativas eficientes para a
microencapsulacdo de probidticos por spray drying.

As microparticulas desenvolvidas contendo as farinhas vegetais apresentaram boa
resisténcia térmica dos probidticos, resisténcia dos mesmos ao pH 4cido e sobrevivéncia apds
a simulagdo gastrointestinal in vitro. Quanto a estabilidade ao armazenamento, as
microparticulas contendo farinha de yacon e farinha de banana verde apresentaram maior
estabilidade ao longo do tempo nas diferentes temperaturas avaliadas.

Em relacdo a aplicacdo nos produtos avaliados, as microparticulas contendo farinha de
yacon foram eficientes para proteger L. rhamnosus GG quando adicionado em geleia de pitaya
ao longo do periodo de armazenamento e a microparticula utilizando a farinha de banana verde
também manteve a viabilidade do probidtico quando adicionado em doce de banana em massa.

A aplicagdo dos novos materiais de parede “verdes” ¢ simples e demonstrou resultados
significativos em relacdo a sobrevivéncia dos microrganismos probidticos. Além disso,
possuem baixo custo, alta disponibilidade e com propriedades prebidticas sendo uma alternativa
para o emprego a nivel industrial para o desenvolvimento de novos produtos contendo

probidticos e provenientes de base vegetal.
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