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RESUMO

PEREZ, Izadora Almeida. Xantana Pruni de baixa viscosidade como agente
encapsulante e silica pirogénica como antiagregante na estabilidade de
probiotico microencapsulado em spray dryer. 2021. 115f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Probiéticos sdo microrganismos vivos que, quando consumidos em
concentracbes adequadas, exercem diversos beneficios a saude. Porém as
condi¢des de processamento, armazenamento, consumo e passagem pelo trato
digestorio podem prejudicar a viabilidade dos probiéticos. Portanto, é de suma
importancia identificar e otimizar processos que visem manter essa viabilidade
por um periodo prolongado. A microencapsulacdo por spray dryer € um dos
métodos mais utilizados para esse fim, sendo que, nessa técnica, € necessario
gque o agente encapsulante ofereca resisténcia e estabilidade. A elevada
viscosidade da xantana comercial a torna inadequada para a utilizagdo como
agente encapsulante em spray dryer, reduzindo a qualidade e rendimento do
processo. Entretanto o uso de xantana Pruni de baixa viscosidade pode ser uma
solugcédo. Objetivou-se microencapsular Lacticaseibacillus rhamnosus GG em
spray dryer, utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade como agente
encapsulante e silica pirogénica (Aerosil®) como antiagregante, bem como
avaliar o efeito da concentracdo dessas varidveis no processo. Para a
elaboracdo das microcdpsulas em spray dryer utilizou-se diferentes
concentracdes de xantana Pruni BV (0,75 a 1,75%) e de silica pirogénica (0,45
a 1,15%), estabelecidas segundo delineamento fatorial completo 22 em dois
niveis (-1, +1) e com trés repeticdes no ponto central. As microcapsulas obtidas
foram armazenadas sob temperatura ambiente, refrigeracdo e congelamento, e
avaliadas por até 120 dias. Foram realizadas analises morfologicas, fisicas, de
viabilidade da bactéria e de resisténcia as condi¢des de digestdo simulada. O
efeito da xantana na eficiéncia de encapsulacao dos probiéticos foi maior quando
a concentracdo de Aerosil® foi fixada no maximo valor investigado, com
resultados superiores a 85,83% em todos os tratamentos. Os probiéticos
microencapsulados permaneceram viaveis durante os 120 dias de
armazenamento em todas as temperaturas avaliadas, verificando-se a maior
reducdo sob temperatura ambiente. Sob a temperatura de congelamento e de
refrigeracdo a concentracdo, aos 120 dias de armazenamento, permaneceu na
faixa de 8 log UFC gt. As microcapsulas apresentaram formato esférico, com
presenca de concavidades. Os microrganismos microencapsulados resistiram a
digestdo simulada e tiveram elevada viabilidade na porcdo entérica, com
concentragdo de 8,97 log UFC g*. A elevada eficiéncia de encapsulagdo, bem
como a manutencdo da viabilidade durante os 120 dias e a resisténcia das
microcapsulas sob as condicfes de digestdo simulada indicam que a utilizacao
da xantana Pruni de baixa viscosidade como agente encapsulante € adequada
para o processo de microencapsulagédo em spray dryer, aumentando a protecéo
do microrganismo.



Palavras-chave: Lacticaseibacillus rhamnosus GG. Armazenamento. Protecao.
Viabilidade. Digestao simulada.



ABSTRACT

PEREZ, Izadora Almeida. Low viscosity Xanthan Pruni as an encapsulating
agent and fumed silica as an anti-aggregant in the stability of
microencapsulated probiotics in a spray dryer. 2021. 115p. Dissertation
(Masters in Food Science and Technology) - Graduate Program in Food Science
and Technology, Department of Agroindustrial Science and Technology, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Probiotics are live microorganisms that, when consumed in adequate
concentrations, exert several health benefits. However, the conditions of
processing, storage, consumption and passage through the digestive tract can
affect the viability of probiotics. Therefore, it is extremely important to identify and
optimize processes that aim to maintain this viability for an extended period. The
spray dryer microencapsulation is one of the most used methods for this purpose,
and in this technique it is necessary that the encapsulating agent offers strength
and stability. The high viscosity of commercial xanthan makes it unsuitable for
use as an encapsulating agent in a spray dryer, reducing the quality and yield of
the process. However the use of low viscosity Pruni xanthan can be a solution.
The objective was to microencapsulate Lacticaseibacillus rhamnosus GG in a
spray dryer, using low viscosity Pruni xanthan as an encapsulating agent and
fumed silica (Aerosil®) as an anti-caking agent, as well as to evaluate the effect
of the concentration of these variables in the process. For the preparation of
microcapsules in a spray dryer, different concentrations of xanthan Pruni BV
(0.75 to 1.75%) and fumed silica (0.45 to 1.15%) were used, established
according to a complete factorial design 22 in two levels (-1, +1) and with three
repetitions in the midpoint. The microcapsules obtained were stored at room
temperature, refrigerated and frozen, and evaluated for up to 120 days.
Morphological, physical, bacterial viability and resistance to simulated digestion
conditions were performed. The effect of xanthan on the encapsulation efficiency
of probiotics was greater when the Aerosil® concentration was fixed at the
maximum value investigated, with results above 85.83% in all treatments.
Microencapsulated probiotics remained viable during 120 days of storage at all
temperatures evaluated, with the greatest reduction being observed at room
temperature. Under freezing and refrigeration temperature, the concentration, at
120 days of storage, remained in the range of 8 log CFU g1. The microcapsules
had a spherical shape, with the presence of concavities. Microencapsulated
microorganisms resisted simulated digestion and had high viability in the enteric
portion, with a concentration of 8.97 log CFU g?. The high encapsulation
efficiency, as well as the maintenance of viability during 120 days and the
resistance of the microcapsules under simulated digestion conditions indicate
that the use of low viscosity Pruni xanthan as an encapsulating agent is suitable
for the microencapsulation process in a spray dryer, increasing the protection of
the microorganism.

Keywords: Lacticaseibacillus rhamnosus GG. Storage. Protection. Viability.
Simulated digestion.
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1 Introducéo

A busca por qualidade de vida, bem como a manutengéo da saude e bem-
estar através da alimentacao € crescente, o que amplia a importancia de estudos
em relacdo a funcionalidade e mecanismo de a¢ao dos alimentos. Diante disso,
os alimentos funcionais estdo em énfase, pois podem trazer beneficios através
da presenca de substancias fisiologicamente ativas. Dentre esses enquadram-
se os alimentos probiéticos, os quais destacam-se devido as suas vantagens e
aplicacoes (LIMA et al. 2014).

Probidticos sédo definidos como microrganismos vivos que, quando
ingeridos em quantidades suficientes, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (BRASIL, 2018). Esses microrganismos propiciam diversos
beneficios quando consumidos, dentre esses pode-se citar os efeitos
antagOnicos na microbiota intestinal e estimulo ao sistema imune, resultando em
aumento da resisténcia contra microrganismos patogénicos (COOK et al., 2002).

Estudos ainda indicam que probiéticos podem beneficiar alguns
consumidores com intolerancia a lactose, tendo em vista que possuem a enzima
capaz de promover a hidrélise desse carboidrato em acucares simples (glicose
e galactose), favorecendo o metabolismo dos individuos. Os microrganismos
probiéticos mais estudados sédo pertencentes a familia Lactobacillaceae e ao
género Bifidobacterium (OUWEHAND; SALMINEN, 1998).

Entretanto, € importante destacar que para que 0S microrganismos
probidticos exercam essas funcbes, eles devem estar em concentracao
adequada, sendo esta em torno de 10° - 107 UFC g%, durante toda a vida Gtil do
produto em que estiverem presentes, além de resistir as barreiras do trato
digestério (IBARRA et al., 2012; KENT; DOHERTY, 2014).

Quando aplicados em alimentos com alegacéo de propriedade funcional,
0S microrganismos devem, inicialmente, possuir resisténcia as operacdes de
processamento. Porém, alguns tipos de alimentos passam por etapas que
podem ser desfavoraveis a sobrevivéncia dos microrganismos, como a utilizagéo
de temperaturas extremas. Além disso, tém-se as caracteristicas intrinsecas do
alimento, como sua composicdo, seu armazenamento e condi¢cdes de consumo,

as quais irao afetar diretamente na viabilidade. A sobrevivéncia reduzida de
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microrganismos probidticos quando adicionados como células livres a alguns
alimentos, principalmente ndo lacteos, ja foi relatada em diversos estudos (AKIN
et al., 2007; CAVALHEIRO et al., 2015).

A secagem por spray dryer ou atomizacdo é um dos métodos mais
utilizados para a encapsulacéo e preservacdo de microrganismos probidticos.
Esse método, quando associado a um encapsulante adequado, protege 0s
microrganismos tanto em relacdo ao alimento em que sera aplicado,
temperaturas de processamento e tempo de armazenamento, como em relagéo
as condi¢des gastrointestinais, como o0 meio acido, sais biliares e presenca de
oxigénio (FAREEZ et al. 2015; OLIVEIRA et al., 2007). Tal método consiste na
atomizacdo de uma emulsdo ou de uma suspensao contendo as células vivas
do microrganismo juntamente com agentes de encapsulacdo em uma camara de
secagem por ar guente, isso resulta em uma rapida evaporacéao de agua. Possui
como vantagens a rapidez e custo de operacdo relativamente baixo, além da
elevada reprodutibilidade e de ser adequado para aplicacao industrial (COOK et
al., 2012; KAILASAPATHY, 2009; RODRIGUEZ-HUEZO et al., 2007).

Entretanto, apresenta a desvantagem de reducdo na viabilidade do
microrganismo, resultante da temperatura e da perda de agua que ocorre
durante a realizacdo da técnica. Para reduzir esse problema pode-se utilizar
agentes encapsulantes com capacidade termoprotetora, 0s quais séao
adicionados antes da secagem (BURGAIN et al.,, 2011; SUNNY-ROBERTS;
KNORR, 2009).

Como agente encapsulante utiliza-se uma matriz considerada como
segura para garantir a integridade do microrganismo, a qual ira gerar protecéo
tanto em relacéo ao alimento como aos processos digestorios da parte superior
do trato gastrointestinal. Os biopolimeros, como a xantana, sdo materiais ideais
para este tipo de processo (KRASAEKOOPT et al., 2003).

Para escolher o material encapsulante € importante que se tenha
conhecimento da sua composi¢cdo, bem como de aspectos como porosidade,
solubilidade, viscosidade, transicdo vitrea, formacdo de filme e fatores
econdmicos. Além disso, o material ndo deve reagir com o ndcleo, oferecendo
propriedades desejaveis de revestimento, tais como resisténcia e estabilidade
(BRAZEL, 1999; DONBROW, 1992). Aspectos como a concentracao do agente
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encapsulante também devem ser estudados, tendo em vista que tende a afetar
a sobrevivéncia do microrganismo, sendo que uma maior quantidade de sélidos
resulta em um tamanho maior de particulas, e assim um maior tempo de
secagem (SANTIVARANGKNA et al., 2007). Diante desses aspectos, destaca-
se a xantana, um biopolimero de origem microbiana, devido as suas
propriedades que podem gerar efeito crioprotetor extracelular.

De maneira geral, a xantana possui como estrutura quimica primaria uma
cadeia principal de unidades de B-D-glicose unidas por ligacao glicosidica 1-4,
suas ramificacdes sdo formadas por B-D-manose - 1,4-B-D-acido glicurénico -
1,2-a-D-manose. As ramificacdes estdo presentes em unidades alternadas de [3-
D-glicose, sendo as ligacdes com as unidades de B-D-manose do tipo O-3. Em
sua estrutura ainda estdo presentes substituintes pirlvicos e acéticos, o que a
torna um polimero aniénico (GARCIA-OCHOA et al., 2000).

A xantana produzida por Xanthomonas arboricola pv pruni difere-se
quanto a estrutura quimica e algumas propriedades reoldgicas, pelo fato de
pOSSUir uma ramnose em sua COmMpOoSi¢do, 0 que nao ocorre na xantana
produzida por Xanthomonas campestris pv campestris. Em estudos realizados
em relacdo a composicao quimica de xantana produzida por diversas cepas de
Xanthomonas arboricola pv pruni, foi verificado que todos os polimeros eram
compostos por glicose, manose, acido glicurénico e também apresentavam a
ramnose (MOREIRA et al. 2001).

2 Hipotese

A combinagao do encapsulante xantana Pruni de baixa viscosidade com
o dessecante silica pirogénica (Aerosil®) aumenta a eficiéncia de
microencapsulacdo em spray dryer do probiético Lacticaseibacillus rhamnosus
GG.

A técnica de microencapsulagdo em spray dryer utilizando xantana Pruni
de baixa viscosidade como agente encapsulante e Aerosil® como antiagregante,
mantém a viabilidade do probiotico ao longo do armazenamento em diferentes

temperaturas.
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O probidtico L. rhamnosus GG microencapsulado em spray dryer
utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade como agente encapsulante e

Aerosil® como antiagregante, resiste a digestédo simulada.

3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Determinar a influéncia da concentracdo de xantana Pruni e silica
pirogénica na estabilidade do probiotico Lacticaseibacillus rhamnosus GG ao
processo de microencapsulacdo em spray dryer, no armazenamento e as

condi¢Oes do trato gastrointestinal simulado.

3.2 Objetivos especificos

- Determinar diferentes concentracées de xantana Pruni e silica pirogénica,
segundo delineamento fatorial completo 22, para microencapsular o probiético.

- Avaliar a sobrevivéncia do probidtico ao processo de microencapsulacéo e
armazenamento em diferentes temperaturas.

- Caracterizar as microcipsulas com relacdo as suas propriedades fisicas e
morfologicas.

- Selecionar a melhor condicdo de microencapsulacdo — proporcdo de xantana
Pruni e silica pirogénica.

- Avaliar a viabilidade do probiético, obtido na condicdo selecionada, em

simulacdo de condicdes gastricas e intestinais.

4 Reviséo bibliografica

4.1 Microrganismos probioticos

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos, 0s quais,

quando ingeridos em quantidades suficientes, conferem beneficio a saude do
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hospedeiro. Esses microrganismos ocasionam diversos efeitos benéficos e séo
pertencentes a diferentes géneros e espécies (BRASIL, 2018; FAO/WHO, 2002).

Para que o microrganismo seja classificado desta forma, ele deve
obedecer a alguns critérios, os quais, de acordo com Szajewska et al. (2006),
consistem em: ndo ser patogénico, ser resistente ao processamento do produto,
ser estavel e permanecer viavel apds ser exposto as condi¢cdes digestivas,
aderir-se as células epiteliais do intestino, ser capaz de persistir no trato
gastrointestinal e exercer influéncia na atividade metabdlica local.

A Resolucdo RDC Anvisa n° 241, de 27 de julho de 2018 dispde sobre os
requisitos para a aprovacdo do uso de probidticos em alimentos, através da
comprovacédo da seguranca e dos beneficios a saude (BRASIL, 2018). Para que
seja realizada a avaliacdo os requisitos principais a serem cumpridos séo:

- Comprovacao da identidade dos probidticos: deve ser realizada a
caracterizacdo e identificacdo inequivoca da linhagem do microrganismo,
através de documentos técnicos ou estudos cientificos. Esses documentos
deverdo identificar a espécie, através da nomenclatura binomial atualizada;
identificar e caracterizar a linhagem, com a utilizacdo tanto de métodos
genotipicos, como fenotipicos; especificar a origem da linhagem; e comprovar o
depésito da linhagem em uma colecdo de cultura internacionalmente
reconhecida (BRASIL, 2018).

- Comprovacao de seguranca: os documentos técnicos devem conter
histérico de uso seguro, bem como auséncia de fatores de viruléncia e
patogenicidade. Além disso, ndo devem produzir substancias que gerem riscos
e ndo podem possuir resisténcia transferivel a antibioticos, devendo ser
susceptivel a, pelo menos, dois tipos. Estudos em relacdo a genotoxicidade,
mutagenicidade e toxicidade devem ser realizados quando 0s microrganismos
nao forem isolados de alimentos ou da microbiota humana e nao tiverem sua
seguranca estabelecida em nivel de género ou espécie. Quando associadas, as
linhagens utilizadas devem ter sua seguranca comprovada individualmente
(BRASIL, 2018).

- Comprovacao do efeito benéfico: deve conter alegacao de propriedade
funcional ou de saude aprovada para a linhagem. O beneficio pode ter carater

geral ou especifico, sendo que a comprovacdo exige demonstracdo da
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sobrevivéncia as condi¢cdes do trato digestério humano e de evidéncias de
efeitos em humanos obtidas através de estudos que utilizem um nudmero
representativo da populacao de interesse (BRASIL, 2018).

A viabilidade dos probiéticos pode ser afetada por inUmeros fatores, como
a cepa utilizada e ingredientes adicionados ao longo da producao do alimento.
Além disso, o teor de oxigénio e temperatura de armazenamento séo fatores que
influenciam. E importante ressaltar que as concentracfes recomendadas de
probioticos devem ser mantidas durante todo o processamento do produto, bem
como serem capazes de resistir as barreiras do organismo humano como por
exemplo o contato com enzimas, pH do estdbmago e sais biliares (CRUZ et al.,
2009).

Apesar de alguns pesquisadores afirmarem que a concentracdo em torno
de 108 - 107 UFC g no alimento é suficiente para que o microrganismo probiético
apresente efeito benéfico, a legislacdo brasileira exige que seja avaliada
individualmente a quantidade minima sugerida para obtencdo do beneficio,
sendo essa dependente de cada linhagem (BRASIL, 2018).

Saad et al. (2011) citaram as trés principais formas de acdes benéficas
dos microrganismos probidticos ao serem consumidos. A primeira é a
capacidade de modular o sistema imune do hospedeiro, tanto o sistema inato,
guanto o adquirido. A segunda forma seria o efeito direto sobre microrganismos
comensais ou patogénicos, atuando, desta forma, na prevencéao e tratamento de
infecgbes e restauracdo do equilibrio da mucosa intestinal. Ainda teria o efeito
de eliminacdo de toxinas produzidas pelo metabolismo de outros
microrganismos, ocasionando a desintoxica¢ao do intestino.

Dentre os efeitos imunoldgicos causados pela ingestdo de probioticos,
pode-se citar 0 aumento da secrecédo de interferon gama, devido, provavelmente,
a decorréncia do desvio da resposta imunolégica para um perfil Thl. Desta
forma, pacientes com dermatite atdpica, bem como alergia a leite séo auxiliados,
podendo desenvolver uma resposta tolerogénica. Além disso, evidéncias
sugerem a redugao de enzimas B-glicuronidase e nitroredutase, as quais séo
sintetizadas por bactérias patogénicas; esse fator ocasiona a hidrdlise de

compostos carcinogénicos, com consequente reducdo de substancias nocivas,
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diminuindo o risco de neoplasia (LEBLANC; PERDIGON, 2005; POHJAVUOR,
et al., 2004).

Os probidticos podem promover fermentacdo de diversos substratos
ingeridos na alimentacéo, gerando acidos graxos de cadeia curta, diminuindo o
nivel de triglicerideos sérico, bem como atuando na reducgéo do pH, tornando o
meio desfavoravel para bactérias patogénicas. Em caso de fermentacdo de
proteinas, ainda pode-se ter reducdo dos niveis séricos de amoénia, além de
participar na sintese de vitaminas do complexo B (BLAUT, 2002; PERIS et al.,
2002).

Com a presenga de microrganismos probiéticos no intestino humano, o
triptofano é hidrolisado, formando o precursor do horménio serotonina (5SHTP).
Além disso, pode haver a producédo das vitaminas K e Bi2, digestdo de fibras
insollveis, gerando nutrientes que podem ser utilizados pelo organismo do
hospedeiro. Diante do exposto, pode-se afirmar que 0S microrganismos
probiéticos aumentam de maneira expressiva o valor nutritivo e potencialmente
funcional dos alimentos, podendo também, em alguns casos, gerar modificacdes
sensoriais desejaveis em diversos produtos fermentados (GOMES; MALCATA,
1999).

Um dos mecanismos de acao evidenciados € o de exclusao competitiva,
na qual o probidtico, liga-se a sitios das células do intestino, impedindo a adeséo
de patégenos a mucosa, formando uma barreira fisica e promovendo competicédo
por nutrientes. Além disso, pode haver producéo de bacteriocinas, as quais séo
capazes de inibir microrganismos indesejados e, consequentemente, suas
citocinas pré-inflamatérias, como por exemplo o fator de necrose tumoral-alfa e
a interleucina 2 (KARKOW et al., 2007; MORAIS; JACOB, 2006).

A Figura 1 refere-se aos principais mecanismos de acdo dos

microrganismos probidticos no intestino do hospedeiro.
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Figura 1 - Principais mecanismos de acao dos probiéticos no organismo humano.
Fonte: ALMEIDA et al., 2009.

Os probidticos mais utilizados e estudados séo os Lactobacillus spp. e as
Bifidobacterium spp., sendo que ambos sao capazes de hidrolisar proteinas com
potencial alergénico no trato gastrointestinal, fazendo com que as mesmas
sejam digeridas pelo organismo humano, desta forma reduzindo a
alergenicidade (MORAIS; JACOB, 2006).

4.2 Lacticaseibacillus rhamnosus

A familia Lactobacillaceae é formada por células em forma de bastonetes
regulares e cocobacilos medindo entre 0,5-1,2 um de largura e 1,0-10 um de
comprimento (BERGEY; HOLT, 1994). A maioria sao imQveis, catalase negativa,
com atividade pseudocatalase em algumas cepas, oxidase negativa, néo
redutores de nitrato, indol ou H2S negativos, e ndo esporulantes. Sdo Gram-
positivos, anaerobios facultativos ou microaerofilicos e toleram a presenca de
acidos (AXELSSON, 2004; HOLZAPFEL et al., 2001; KONEMAN et al., 2005).

Recentemente, foram propostas alteragbes na taxonomia do género



25

Lactobacillus, com a reclassificagdo surgiram novos géneros, incluindo
Lacticaseibacillus (ZHENG et al., 2020).

De acordo com Gomes e Malcata (1999), a faixa de temperatura 6tima
para a multiplicacdo desses microrganismos € de 35 a 40 °C, e os valores de pH
mais favoraveis séo de 5,5 a 6,0, entretanto, algumas espécies podem suportar
pH bastante inferiores. Os nutrientes utilizados para o crescimento sao
carboidratos, proteinas e seus produtos de degradacéo, vitaminas do complexo
B, derivados dos acidos nucléicos e alguns minerais.

Estudos apontam que microrganismos da familia Lactobacillaceae
possuem a capacidade de aderir-se a receptores especificos da membrana
intestinal, o que confere resisténcia aos movimentos de peristaltismo e
capacidade de competir com microrganismos patogénicos, como por exemplo
Salmonella Typhimurium, Yersinia enterocolitica e Escherichia coli, que por ndo
possuirem capacidade de adesdo acabam tendo seus potenciais maleficios ao
hospedeiro reduzidos (MARCO; PAVAN; KLEEREBEZEM, 2004).

Os microrganismos dessa familia podem ser obrigatoriamente
homofermentativos, facultativamente heterofermentativos e obrigatoriamente
heterofermentativos. Os Lactobacillus homofermentativos, o0s quais sé&o
geralmente encontrados no organismo humano, sdo representados por trés
grupos: 1) o grupo Lactobacillus acidophilus, envolvendo linhagens de
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus e
Lactobacillus johnsonii; 2) Ligilactobacillus salivarius (anteriormente denominado
Lactobacillus salivarius); e 3) o grupo Lacticaseibacillus casei (anteriormente
denominado Lactobacillus casei), incluindo linhagens de Lacticaseibacillus
rhamnosus (anteriormente denominado Lactobacillus rhamnosus) e
Lacticaseibacillus paracasei (anteriormente denominado Lactobacillus
paracasei) (HOLZAPFEL et al., 2001; ZHENG et al., 2020).

Lacticaseibacillus rhamnosus GG é um microrganismo probiético bastante
estudado, pesquisas apontam inimeros beneficios a satde humana vinculado a
essa bactéria; dentre esses pode-se citar a prevencao e tratamento de diarreia
aguda em criancas, prevencao e reducao de alergias alimentares, além de outros

efeitos satisfatérios para outros problemas de satude (DORON et al., 2005).
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Yafies et al. (2008) avaliaram a viabilidade do L. rhamnosus em relacéo
as condigcbes de meio &cido, ocasionado por fermentacdo, e afirmam a
resisténcia do microrganismo a pH proximo a 4,0. Silva et al. (2013)
evidenciaram que a espécie produz acido latico eficientemente através do
consumo de carboidrato, utilizando preferencialmente hexoses.

De acordo com pesquisas, o L. rhamnosus é capaz de combater infeccdes
causadas por microrganismos patogénicos, especificamente por E. coli, além de
inibir o desenvolvimento de uropatdégenos em casos de infec¢cdes urinarias. Os
autores também evidenciaram que L. rhamnosus GG possui eficiéncia na
reducdo e tratamento de diarréias causadas por rotavirus e pelo consumo de
antimicrobianos (CHANG et al., 2013; FIGUEROA-GONZALES et al., 2011).

Vong et al. (2014) afirmaram que a cepa probittica de L. rhamnosus GG
apresenta atividade antioxidante bastante elevada, atenuando a producéo de
espécies reativas de oxigénio e a capacidade fagocitica dos neutrofilos, desse
modo, atuando contra a citotoxicidade celular.

Beristain-Bauza et al. (2016) avaliaram o efeito do sobrenadante do caldo
fermentado de L. rhamnosus e encontraram atividade antimicrobiana sobre
diversas bactérias patogénicas, como E. coli, S. Typhimurium, L. monocytogenes
e S. aureus, o0 que pode ser devido ao pH acido pela presenca de acido latico e
também por bacteriocinas produzidas.

Segundo Tuomola e Salminen (1998), o fato do L. rhamnosus possuir
elevada capacidade de aderéncia as células epiteliais, bem como facilidade de
colonizacéo, contribui para que haja modulagéo do sistema imune, eliminacéo
de patégenos e melhor contato com a mucosa. Desse modo, ocorre uma
fortificacdo da microbiota residente benéfica, a qual torna-se uma parte
integrante da barreira na mucosa que serve para impedir a adesao de patégenos.

Tumola et al. (1999) ainda salientam que existem outros fatores bastante
importantes nessa espécie, como a elevada resisténcia aos sais biliares e a
capacidade de causar redugédo no pH do meio, gerando acidificacdo, através da
fermentacao de carboidratos, com formacéo de acido latico.

Alander et al. (1999) realizaram estudos em relagdo a capacidade de
adesao in vitro com células epiteliais e muco e in vivo avaliando a capacidade de

adesao a mucosa intestinal. Os autores obtiveram bons resultados em ambos os
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casos, verificando que o microrganismo pode persistir aderido durante mais de
uma semana apos a ingestdo oral por adultos saudaveis. Bajaj et al. (2014)
ressaltaram que um dos fatores responsaveis pela elevada capacidade de

adesao desse microrganismo a mucosa intestinal € a presenca de pili.

4.3 Microencapsulacao

A aplicacdo dos microrganismos probioticos é geralmente realizada em
produtos lacteos, tendo em vista que esses sdo muito favoraveis para a sua
viabilidade e sobrevivéncia devido a presenca de lactose (utilizada como
substrato), a atividade de agua adequada e a faixa de pH favoravel. Entretanto,
0S avancgos nas pesquisas em desenvolvimento e tecnologia tém propiciado a
incorporacdo dos probidticos em uma ampla diversidade de matrizes
alimentares, através de técnicas de protecdo dos microrganismos. Dentre as
tecnologias estudadas pode-se citar técnicas que utilizam secagem, propiciando
a preservacdo do microrganismo (ALTAMIRANO-FORTOUL et al., 2012;
CASTRO-CISLAGHI et al., 2012; IBARRA et al., 2012; SANTOS, 2013).

Para que os probibticos exercam os inumeros beneficios ja citados, é
essencial que 0s mesmos suportem as caracteristicas intrinsecas e extrinsecas
do produto em que forem aplicados, bem como as modificacdes fisico-quimicas
gue podem ocorrer durante o processamento e armazenamento. Além disso, a
viabilidade em concentracdo adequada deve permanecer até o seu local de
acdo, assim deve sobreviver as condi¢des de pH &cido do estbmago, bem como
as condicBes biliares no intestino delgado. Diante desse problema, surge a
necessidade da aplicacédo de tecnologias, a fim de garantir a sobrevivéncia dos
microrganismos tanto em produtos lacteos, como em novas matrizes
alimentares, destacando-se, neste contexto, as técnicas de microencapsulacéo
(DOHERTY, 2014; GOMES et al., 2011; IBARRA et al. 2012; KENT).

A microencapsulacao pode ser definida como um processo que imobiliza
e gera protecdo aos microrganismos atraves de um material encapsulante, onde
0 processo pode ser mecanico ou fisico-quimico. As particulas que sao geradas
possuem diametros de tamanho bastante pequeno, podendo variar de

nandmetros a poucos milimetros. Sua estrutura pode ser mantida em condi¢des
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adversas do meio, sendo que o contetdo da capsula deve ser liberado somente
no sitio de acdo adequado que, no caso dos probidticos, € o intestino
(BORGOGNA et al., 2010).

Quanto ao tamanho, as particulas sao classificadas como nanoparticulas
quando variam de 0,01 a 0,2 ym, microparticulas de 1 a 100 ym e como
macroparticulas quando possuem tamanho superior a 100 um (RE, 1998).

As microcapsulas podem diferir-se quanto a sua estrutura. Podendo
apresentar o material encapsulado, denominado nucleo, o qual permanece
presente na regido central e envolto por um material encapsulante, cobertura ou
parede. Ou entdo, o ndcleo pode ser uniformemente disperso na matriz
polimérica, fazendo com que uma pequena fracdo do material ativo permaneca
exposta na superficie. O primeiro é classificado como sistema do tipo
reservatorio, e € denominado microcapsula; ja o segundo, é classificado como
sistema matricial, e pode ser denominado como microparticula ou microesfera.
Apesar da classificacdo, os termos encapsulacdo e microcapsulas sao
amplamente utilizados, englobando as microesferas. Ainda existe a possibilidade
de as microcpsulas possuirem mais de um nucleo, ou mais de um tipo de
material de parede para um mesmo nudcleo. Na Figura 2 estéo representadasa
estrutura das microcapsulas e das microparticulas (AZEREDO, 2005; GIBBS et
al., 1999).

Parede Ativo Ativo Matriz
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Figura 2 - Representacao da estrutura das microcépsulas (a) e microparticulas (b).
Fonte: MAIA, 2013.
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Segundo Cook et al. (2012), a liberacdo controlada do conteudo das
capsulas pode ocorrer por diferentes mecanismos, como mudan¢ca no pH,
estresse mecanico, temperatura, acdo de enzimas, tempo, fermentacéo
bacteriana, entre outros. Kailasapathy (2009) afirma que essa tecnologia fornece
uma barreira fisica aos microrganismos, 0 que aumenta a resisténcia a
condicdes adversas. Varios estudos comparativos apontam que a sobrevivéncia
€ bastante reduzida quando as bactérias sé@o inoculadas livres nas matrizes.

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para a producado das
microcapsulas, estes podem ser divididos em trés diferentes grupos. O primeiro
grupo consiste em métodos fisico-quimicos, abrangendo coacervacgao simples e
complexa e envolvimento lipossémico. O segundo grupo sdo métodos fisicos,
como o spray dryer, spray coating, spray chilling, gelificacdo ibnica, leito
fluidizado, extrusdo, centrifugacdo com multiplos orificios, cocristalizacdo e
liofilizacdo. Por dltimo, tém-se os métodos quimicos, como polimerizacdo
interfacial e inclusdo molecular. Essas técnicas sdo capazes de driblar limitacdes
guanto ao emprego em determinados produtos alimenticios, sendo que podem
impedir a liberacdo de odores e ampliar a estabilidade em relacdo as condi¢des
ambientais adversas, como a presenca de oxigénio e pHs extremos (RABELLO,
2009; SOHAIL et al., 2011).

De acordo com Jackson e Lee (1991), essas diferentes técnicas permitem
encapsular diversos ingredientes alimenticios, substancias, compostos
bioativos, farmacos, entre outros. A escolha do método deve ser feita através de
avaliacdo minuciosa, observando qual o objetivo final de aplicacdo da
microcapsula, bem como as caracteristicas fisico-quimicas, tanto do material
encapsulante, como do conteudo encapsulado; ainda deve ser avaliado o
tamanho desejado de microcapsula e o mecanismo de liberacdo de seu
conteudo.

Chen e Chen (2007) afirmam que a viabilidade final das células
bacterianas presentes no interior das capsulas ira depender diretamente da
sobrevivéncia do probiotico ao processo de microencapsulagdo, bem como do
tipo e da concentragcdo do material encapsulante, do tamanho das particulas,
concentracéo inicial de células bacterianas a serem encapsuladas, cepa utilizada

e temperatura de armazenamento.
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4.4 Spray Dryer

De modo geral, a utilizacdo de técnicas de secagem, onde solucdes no
estado liquido passam para o estado solido, gera produtos com estabilidade
superior, aumenta o tempo de armazenamento, prolongando a vida util do
produto, além de poder preservar compostos biologicamente ativos, com a
presenca de agentes encapsulantes (ANSELMO et al., 2006; BURGAIN et al.,
2011). De acordo com Carmo et al. (2015), a técnica de microencapsulacao por
spray dryer € uma das mais utilizadas, tendo bastante destaque na area de
probidticos, pois possui elevada facilidade de operacgéo e boa relagdo entre custo
e beneficio. Nesse método tém-se uma solucéo de trabalho, contendo o agente
encapsulante e o nucleo ou material ativo, que passa do estado liquido para o
estado sdlido através da rapida desidratacdo do liqguido com a utilizacdo de
temperaturas elevadas, resultando em um produto pulvirolento. O funcionamento
do equipamento conta com um bico injetor, o qual é responséavel por realizar a
aspersdo de pequenas goticulas da solucdo de trabalho no interior de uma
camara de secagem, a qual possui circulacao de ar superaquecido que, ao entrar
em contato com as goticulas de pequeno didmetro da amostra, proporciona a
rapida desidratacdo e formacdo das microcapsulas.

O equipamento é formado por diferentes sistemas, sendo esses: o
sistema de atomizacdo da solucdo a ser seca, de aquecimento e controle de
temperatura do ar de secagem, de bombeamento e controle de vazédo da
alimentacdo da solucdo ainda liquida, de alimentacdo do ar para secagem,
camara de secagem e sistema de separacédo do ar e material seco (DAVIS et al.,
2018).

Especificamente, ocorre o bombeamento da solugédo contendo o material
ativo e o material de parede até a camara de secagem, a qual possui o bico
atomizador no seu interior. Esse apresenta um orificio de pequeno diametro em
sua extremidade, o que faz com que as goticulas liquidas tenham uma area
superficial elevada; assim, ao entrarem em contato com o ar quente na camara
de secagem elas passam para o estado solido. As particulas de densidade mais
elevada sdo coletadas na parte inferior da camara de secagem, ja as de

densidade inferior consistem no produto de interesse, as quais Ssao



31

encaminhadas para o ciclone, onde serédo coletadas (DAVIS et al., 2018). O

funcionamento do spray dryer € mostrado na Figura 3.
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Figura 3 - Representa¢do do funcionamento da secagem por spray dryer. Fonte: CHAGAS, 2018.

Além das propriedades do material a ser submetido a secagem, o produto
obtido pode ser afetado pelas condi¢des utilizadas no spray dryer, como a vazéo
da alimentacéo, velocidade de secagem e temperatura de entrada e saida do ar
de secagem (TONON, 2009).

A atomizacdo ou secagem por spray dryer possui diversas vantagens,
dentre elas pode-se citar a velocidade do processo, a qual é relativamente
rapida. Além disso, o método é altamente reprodutivel e sua caracteristica
principal consiste na adequacgéo para aplicacdes industriais (ANSELMO et al.,
2006; BURGAIN et al., 2011).

A secagem de microrganismos probioticos por spray dryer é uma técnica
promissora, sendo adequada para solugbes protetoras, gerando pdés com
concentracdes elevadas de microrganismos viaveis, facilitando o manuseio e
armazenamento das culturas probidticas, bem como suas subsequentes
aplicagbes em alimentos funcionais. Entretanto, para que os resultados da

microencapsulacdo sejam satisfatorios, com culturas encapsuladas viaveis e
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com tamanho de particula desejado, € importante que 0s ajustes e controle de
condicdes de processamento como temperaturas de entrada e saida do ar sejam
feitos devidamente (KAILASAPATHY, 2002; RODRIGUEZ-HUEZO et al., 2007).
E, também que o agente encapsulante seja adequado ao processo. A Tabela 1
mostra condi¢cdes e microrganismos utilizados, bem como resultados obtidos,
com diferentes encapsulantes, na microencapsulacédo de probioticos por spray

dryer, relatado por diversos autores.
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Tabela 1 - Condigdes utilizadas e resultados obtidos nos processos de microencapsulacéo de probi6ticos por spray dryer.

Microrganismo Material Parametros de Eficiéncia de Tempo da Viabilidade Viabilidade final Referéncias
utilizado encapsulante secagem encapsulacdo avaliacdo da inicial da da microcapsula
viabilidade microcapsula (log UFC g1)
(dias) (log UFC g)
Bifidobacterium Soro de leite Temperatura de - 84 dias* >9 >9 CASTRO-CISLAGHI et al.,
Bb-12 entrada e de saida de 2012.
ar de 150 °C e de 50-
60 °C,
respectivamente.

Fluxo de alimentacdo
de 0,36 Lh1l* e
pressao de ar do

compressor de 7,1 kgf

sz *
Lactobacillus Amido de arroz Temperaturas de - 32 dias De 8,66a9,08 de7,08a8,77 (4° AVILA-REYES et al., 2014.
rhamnosus B442 nativo e inulina entrada de 135, 145 ou C)edeb6,65a
155 °C. 8,79 (25 °C)
Taxa de alimentacéo
de 0,84 L ht*
Lactobacillus Leite em po6 Temperaturas de 75,4% para soro 90 dias Em torno de 7 Reducédo média MACIEL et al., 2014.
acidophilus La-5 desnatado ou soro entrada e saida de 180 de leite 77,7% de 0,43 em todos
de leite em p6 doce e 85-95 °C, para leite os tratamentos
respectivamente. desnatado
Presséo do ar de 5,0
kgf cm?,

taxa de fluxo de
alimentacéo de 0,48 L
h»l *
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Microrganismo
utilizado

Material
encapsulante

Parametros de
secagem

Eficiéncia de
encapsulacao

Tempo da
avaliacédo da
viabilidade

Viabilidade
inicial da
microcapsula

Viabilidade final
da microcéapsula
(log UFC g1)

Referéncias

Lacticaseibacillus
paracasei

Soro de queijo

Temperatura do ar de
entrada e de saida de
160 °C e de 55-60 °C,
respectivamente.
Fluxo de alimentacdo
de 0,36 L h1, e pressao
de ar do compressor de
7,1 kgf cm2*

93.12%

(dias)

(log UFC g)

ILHA et al., 2015.

Lactiplantibacillus  Frutooligossacarideo,

plantarum
(MTCC 5422)

isolado de proteina
de soro de leite e
isolado de proteina
de soro de leite
desnaturado

Temperatura de
entrada e de saida de
110°C e de 55 °C,
respectivamente.
Taxa de fluxo de
alimentacéo de 0,24 L
h-1. Pressao do ar de 2
kgf cm2*

70,8 a 98,63%

60 dias

De 7,3a9,8

Reducdo em

RAJAM e

ANANDHARAMAKRISHNAN,

2015.

Ligilactobacillus
salivarius
NRRL B-30514

Leite desnatado
reconstituido,
sacarose, trealose
e lactose

Temperatura de
entrada de 170 °C
e temperaturas de

saida de
98-100, 94-96, 90-92,
84-86, 80-82, 74-76 e
70-72 °C

14 dias*

De 4,68 a 7,22

De 3,21 a 5,20

ZHANG; LIN e ZHONG,

2016.

Bifidobacterium
infantis ATCC
15679 e
Lactiplantibacillus
plantarum ATCC
8014

Mucilagem e proteina
soluvel extraidas de
sementes de chia e

linhaca

Temperaturas de
entrada e saida de ar
de 110 °C e 75-80 °C,

respectivamente e 0,36
L h'1 * de alimentacao

94.8% para B.
infantis e 88.3%
para L.
plantarum

45 dias

10,25 para
B.infantis e
9,69 para L.
plantarum

B.infantis e 9.55
para L. plantarum

BUSTAMANTE et al., 2017
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Microrganismo

Material
utilizado

encapsulante

Parametros de

Eficiénciade
secagem

Tempo da Viabilidade
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Lactobacillus
acidophilus LA-5

Caseinato de saédio,
isolado de proteina

encapsulacao

Temperatura de

avaliacédo da

inicial da
viabilidade  microcapsula
(dias) (log UFC g)

Viabilidade final
da microcépsula
(log UFC g1)

Referéncias

de soja, proteina de
ervilha, glicose D + e

maltodextrina

Lacticaseibacillus

Maltodextrina,
casei Shirota

dextrose, goma

entrada e de saida de
150 °C e de 65 °C,
respectivamente. Taxa
de fluxo de alimentagéo
de 1,2 L h' * pressao
de ar do compressor de
4,1 kgf cm? *
Temperatura de

De 82,9% a
entrada e de saida de

56 dias* De 6,69 a 9,20

De 2,58 a 7,90
(25 °C)
De 2,65 a 7,57
(30°C) e 0 a 6,63
(35 °C)

DIANAWATI et al., 2017.

arabica e leite
desnatado
reconstituido

Lacticaseibacillus

Leite desnatado,
casei LK-1

trealose e

95,4%
160 °C e entre 64 e 68

°C, respectivamente.
Fluxo de alimentacdo
de 0,54 L ht*

Temperatura de saida

92,9% para leite
do ar

Reducéo entre
4,4-39,37 e 9,49-
64,3%
durante o
armazenamento a
4e24°C,
respectivamente

GUL, 2017.

maltodextrina

Lactobacillus

Mistura de amido e
pentosus

pulque

desnatado,
56,3% para
trealose e 34,6%

de 70 °C. Taxa de fluxo
de alimentagdo de 0,32
L h1*

para
maltodextrina
Temperatura de De 79.2% a
entrada do ar de 92- 98.4%

LIAO et al., 2017.

Lactobacillus

Caseinato de sddio,
zeae LB1

alginato de sddio e

148 °C. A taxa de fluxo
de alimentacgédo de
0,24 L ht*
Temperatura de

Em torno de
entrada e de saida de

Entre 8e 9
60 dias
70 dias* Em torno de 9
84 dias* 9
112 dias*

9 (4 °C) e menos
de6 (30°C) a
partir da 62
semana

HERNANDEZ-LOPEZ et al.,
2018.

proteina de soja

85%
170 °C e 80 °C,

respectivamente. Taxa
de fluxo de alimentagéo
de 0,3Lh1*

Em torno de 9

LIU et al., 2018.
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Parametros de Eficiéncia de Tempo da Viabilidade Viabilidade final Referéncias
utilizado encapsulante secagem encapsulacdo avaliacdo da inicial da da microcéapsula
viabilidade microcapsula (log UFC g1)
(dias) (log UFC g)
Lactobacillus Goma arébica, Temperatura De 89.7% para 120 dias De 10,01 a 5.46 a 6.81 (25 NUNES et al., 2018.
acidophilus La-5 maltodextrina, de entrada e de saida goma arédbica a 10,98 °C)
inulina, amido de de 130 °C e de 76 °C, 94.3% para 7.08 a 8.40 (-18
milho e trealose respectivamente. amido °C)
Taxa de alimentacéo 7.78 2a9.33 (7 °C)
de 0,48 L h't
e pressao do ar de 6,1
kgf cm2*
Lactobacillus Maltodextrina e goma  Temperatura de saida De 65% a - 7,30a9,97 -
acidophilus arabica de ar de 55 °C. Taxa 89,15%
(NCDC 016) de fluxo de alimentagéo

AREPALLY e GOSWAMI,

2019.
de 0,48 L hl*

*Valores originais foram convertidos, pois a unidade foi padronizada.
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Existem diversos critérios que devem ser utilizados para selecionar as
condi¢cbes de secagem e 0 microrganismo utilizado para realizar a microencapsulagao
por spray dryer. A maioria dos estudos utiliza bactérias dos géneros Lactobacillus (que
antes incluia o atual Lacticaseibacillus), Lactococcus e Bifidobacterium, devendo levar
em consideragdo as caracteristicas de resisténcia da cepa bacteriana, a fim de obter-
se uma elevada eficiéncia e viabilidade probidtica nas microcapsulas (HUANG et al.,
2017).

Huang et al. (2016) avaliaram a sobrevivéncia de Propionibacteria
freudenreichii ITG P20 e de Lacticaseibacillus casei BL23 ap0s o processo de
secagem e obtiveram a sobrevivéncia de 70% para P. freudenreichii ITG P20 e 40%
para L. casei BL23, mesmo sob condi¢des de secagem mais severas com temperatura
de entrada de 180 °C e temperatura de saida de 73 °C comparando com temperatura
de entrada de 140 °C e temperatura de saida de 63 °C.

Um dos principais parametros que influenciam na viabilidade é o tempo de
permanéncia das particulas probidticas na camara de secagem, sendo que quanto
maior esse periodo, maior sera o tempo de exposicdo ao estresse e elevada
temperatura, ocasionando uma reducédo na sobrevivéncia e eficiéncia do processo.
Na maioria dos casos, quando em escala industrial, o spray dryer € equipado com
dispositivos pneumaticos que, além de permitirem a coleta continua, geram
resfriamento dos pds, ocasionando aumento na eficiéncia de encapsulacdo (HUANG
et al., 2017).

Desse modo, a combina¢do da temperatura e tempo de secagem é um fator de
extrema importancia em estudos relacionados as microcapsulas probioticas, devido a
sensibilidade das células bacterianas a altas temperaturas. Assim, a cinética da
secagem ira determinar o grau de inativacao bacteriana, exigindo cuidado em relacao
a temperatura em funcéo do tempo (WANG et al., 2016).

Outros fatores que influenciam na redugdo da concentragdo dos
microrganismos ap0s a secagem sao o tipo e concentracdo de material encapsulante
utilizado, bem como a atividade de agua do produto final. Diante disso, torna-se
necessario avaliar parametros para a otimizacao da secagem, utilizando combinacdes
de multiplas estratégias, sendo essas variaveis de acordo com cada microrganismo
(ZHANG et al., 2016).
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Zhang et al. (2016) avaliaram efeitos da temperatura do spray dryer na
sobrevivéncia de Ligilactobacillus salivarius NRRL B-30514 apds a secagem e durante
0 armazenamento. As temperaturas de saida foram estudadas de 70 °C a 100 °C.
Temperaturas de saida mais elevadas resultaram em atividade de agua mais baixas
e em melhor capacidade de sobrevivéncia ap6s 2 semanas de armazenamento.
Entretanto, a mortalidade de L. salivarius aumentou com o aumento da temperatura
de saida. Mas a atividade de agua também pode ser controlada pelo uso adequado
de dessecantes.

A reducdo da viabilidade causada por uma temperatura de saida elevada
também pode variar de acordo com o material encapsulante utilizado. Perdana et al.
(2013) constataram em seu estudo que a utilizacdo de secagem rapida em baixas
temperaturas ocasiona uma perda minima de viabilidade. Isso pode ocorrer devido a
vitrificag8o instantdnea da matriz solida em torno das células bacterianas. Uma
secagem rapida com temperaturas mais elevadas pode ocasionar a inativacdo

térmica.

4.5 Agente encapsulante

De acordo com Rabello (2009), a microencapsulacao ou preservacao utilizando
agente encapsulante consiste no processo de confinamento de materiais sélidos,
liguidos ou gasosos em particulas de pequeno diametro, sendo que essas Sao
capazes de liberar seu contetdo de forma controlada e sob condi¢cfes especificas.

O agente encapsulante possui a funcdo de proteger o material ativo da capsula
guanto as condi¢cdes adversas do ambiente ao qual é exposto, evitando que haja uma
exposicao inadequada. A capsula formada pelo agente encapsulante é desfeita
quando h& estimulo especifico, ocasionando a liberacdo das substancias ativas no
local ideal (SOHAIL et al., 2011).

A selecdo do agente encapsulante deve levar em consideracdo as
propriedades fisicas e quimicas do material ativo, bem como as caracteristicas
desejadas no produto final. Deve possuir a capacidade de formar uma pelicula coesa,
exigindo compatibilidade quimica e fisica com o nudcleo, a fim de proporcionar
estabilidade, resisténcia e impermeabilidade (VENKATESAN et al., 2009).

De acordo com Weinbreck et al. (2010), a escolha do agente encapsulante é

dependente da néo reatividade com o material ativo durante todo o periodo de



39

estocagem do produto, do método a ser utilizado para a elaboracdo das
microcapsulas, do mecanismo de liberacdo do conteddo encapsulado. Também
depende das propriedades reoldgicas, habilidade de dispersar ou emulsificar e
capacidade de proteger o nucleo em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas do
alimento em que a cépsula sera aplicada, como por exemplo uma elevada atividade
de agua.

O agente encapsulante ou material de parede ideal deve cumprir alguns
requisitos. De acordo com Shahidi e Han (1993), deve apresentar baixa viscosidade,
mesmo em concentracdes elevadas, bem como possuir facilidade de manipulagcao
durante todo o processo; ndo ser altamente higroscépico, afim de evitar aglomeracao;
nao apresentar reatividade com o nucleo; deve ter a capacidade de selar e ser
impermeavel ao material ativo, segurando-o dentro da estrutura da capsula,;
possibilitar a liberagdo completa do solvente utilizado durante o processo de formacgao
da cépsula; proteger o nucleo quanto a condicbes desfavoraveis, como pH, oxigénio
e ingredientes que possam ser desfavoraveis a sua reatividade; ndo deve ocasionar
alteracdes sensoriais negativas quando aplicado em um produto alimenticio; deve ser
vidvel economicamente.

Um dos principais pontos estudados na area de microencapsulagcédo consiste
na identificacdo de materiais de parede adequados, bem como o estudo dos métodos
para a elaboracdo das capsulas. Pode-se utilizar diversos tipos de proteinas e
polissacarideos reconhecidos como seguros e, dessa forma, diferentes atributos
funcionais podem ser alcancados (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

Barreto et al. (2015) evidenciaram que diversos polissacarideos e proteinas
podem ser utilizados como agentes encapsulantes na producdo de microcapsulas,
sendo os mais utilizados o alginato de calcio, carragena, amido, amido resistente,
quitosana, gelatina e proteinas, principalmente do leite. Além disso, os autores citam
a possibilidade da utilizagdo de outros materiais, como goma xantana, goma arabica,
pectina e maltodextrina. Segundo Jafari et al. (2008), os carboidratos, as proteinas e
os biopolimeros emergentes séo as trés principais classes de materiais de parede
utilizados e adequados para a elaboracdo de microcapsulas através da utilizacao de
spray dryer.

E crescente o estudo em relagéo & utilizagdo de polimeros de origem natural,

tendo em vista as elevadas possibilidades de aplicagdes, substituindo efetivamente
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0s polimeros sintéticos. Ainda podem apresentar vantagens como a baixa toxicidade,
elevada disponibilidade e biodegradabilidade (PEPPAS, 2004). De acordo com
Ribeiro et al. (2003), as gomas naturais sdo alternativas interessantes por
apresentarem inumeras possibilidades e por serem rentaveis, com um elevado
mercado internacional. Jiménez-Pranteda et al. (2012) utilizaram alguns polimeros
microbianos como xantana comercial, gelana e pululana como materiais de
revestimento para a encapsulacdo de Lactiplantibacillus plantarum e
Lacticaseibacillus rhamnosus e concluiram que polimeros microbianos sdo uma
interessante fonte de material de revestimento para a encapsulacdo de

microrganismos probidticos.

4.6 Xantana comercial e xantana Pruni

Xantana é como se denomina o polimero formado por polissacarideos
extracelulares produzido por bactérias do género Xanthomonas, as quais sao
fitopatogénicas e pertencentes a familia Pseudomonaceae. De modo geral, possui
elevado interesse comercial, sendo utilizada nas industrias do ramo alimenticio,
podendo ser aplicada em diversos produtos e também na industria farmacéutica,
presente principalmente em cosméticos; além disso ainda possui interesse no setor
petroquimico, onde é empregada como lubrificante e agente suspensivo na lama de
perfuracdo de pocos, e na recuperagdo terciaria, com o intuito de aumentar o
rendimento de extracdo. O elevado interesse é decorrente de suas caracteristicas
fisico-quimicas, as quais destacam-se em relacéo a outros polissacarideos (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

Dentre as caracteristicas em destaque pode-se citar as propriedades
reoldgicas, que permitem a formacédo de solu¢cdes com elevada viscosidade, mesmo
quando em baixas concentragbes (0,05-1,0%); além disso possui estabilidade em
ampla faixa de pH e temperatura, mesmo quando hé& presenca de
sais (FONTANIELLA et al., 2002; GARCIA-OCHOA et al., 2000). Entretanto, para a
aplicacdo como agente encapsulante em spray dryer, a elevada viscosidade dificulta
0 processo e reduz o rendimento.

A xantana comercial é sintetizada por Xanthomonas campestris pv campestris.

Jansson, Kenne e Lindberg (1975) definiram a estrutura quimica desse polimero como
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sendo um heteropolissacarideo com a estrutura primaria formada por unidades
pentassacaridicas. A cadeia principal € formada por unidades de D-glicose unidas por
ligacbes B (1-4). Nas cadeias laterais ocorrem um acido glicurbnico entre duas
unidades de D-manopiranosil, e a unidade de manose terminal pode ser substituida
em O-4 e O-6 por um grupamento piruvato. O grupo O-acetila pode estar presente em
O-6 da unidade de manose interna.

Quimicamente a xantana pode ser considerada como um polieletrdlito anidnico,
que possui cations como Na*, K*, Ca?* e Mg?*, os quais estéo ligados em residuos
acidos em diferentes proporc¢des. Os cations podem ser originados dos sais utilizados
em meios de producéo e através da manutencao de pH durante a fermentacao (KLAIC
et al., 2016).

Na Figura 4 estd sendo mostrada a estrutura quimica da xantana.
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Figura 4 - Representacédo da estrutura quimica da xantana.
Fonte: Adaptado de Viebke (2004) por Klaic (2012).

O patovar Xanthomonas campestris pv Pruni foi reclassificado como
Xanthomonas arboricola pv Pruni (MAYER et al., 2011). Moreira et al. (2001) relataram
a presenca do monossacarideo ramnose na xantana produzida pela Xanthomonas
arboricola pv Pruni. Além disso Klaic et al. (2016) afirmaram que a xantana produzida
pelo patovar Pruni pode possuir uma menor concentracao de piruvato em relagdo a
xantana comercial, sendo que a ramnose parece substituir algumas moléculas

externas de D-manose.
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Tessmann (2002) afirmou que algumas cepas do patovar Pruni de
Xanthomonas arboricola apresentam potencial para a producdo de xantana com
qualidade elevada. A xantana produzida por esse patovar tem sido denominada
xantana Pruni. A xantana Pruni diferencia-se quanto as caracteristicas reologicas e
estrutura quimica. Além disso, segundo Silva (2018), possui atividade antioxidante
significativamente superior em relacdo a xantana comercial.

Além das caracteristicas ja citadas, € importante ressaltar que a xantana, de
modo geral, possui comportamento ndo newtoniano e de pseudoplasticidade, uma
vez que, quando em solucéo, sua viscosidade é reduzida conforme o aumento da taxa
de cisalhamento; porém a viscosidade é recuperada em maior ou menor grau quando
a tensado de cisalhamento € cessada. As cadeias de xantana ligam-se por pontes de
hidrogénio e, quando em repouso, tornam-se estaveis (XUEWU et al., 1996).

Atribui-se a esse polimero um elevado poder espessante, resisténcia a
temperatura e uma viscosidade que pode variar, sendo influenciada pela temperatura
de dissolucdo, caracteristicas da estrutura quimica da molécula, bem como
concentracfes de sais e pH da solucdo (ARGIN; KO; LO, 2014).

Moreira et al. (2001) relacionaram a viscosidade a composi¢do quimica e
relataram que os polimeros com concentracdes mais elevadas de manose
apresentaram viscosidade mais elevada utilizando a temperatura de 65 °C; ja os que
possuiam altas concentracfes de glicose apresentaram efeito oposto. Os autores
ainda apresentaram resultados que indicam que, entre as cepas, ndo ha relacdo no
rendimento do processo de producéo e viscosidade.

Pesquisadores do Laboratorio de Biopolimeros do Centro de Desenvolvimento
Tecnologico da Universidade Federal de Pelotas vem realizando, de modo pioneiro,
estudos sobre a producédo de xantana Pruni por Xanthomonas arboricola pv Pruni
desde 1995. A producdo de xantana Pruni é realizada através de cepas isoladas pela
Embrapa Clima Temperado, no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina. Assim, o
grupo de pesquisa possui diversos trabalhos em destaque, incluindo patentes
depositadas e concedidas, no Brasil e nos Estados Unidos.

Quanto a utilizacdo de xantana como material encapsulante, pode-se citar o
pedido de patente de n°® BR1020180687239, a qual trata de microcapsulas a base de
xantana para preservacao ou liberacdo controlada de probidticos e composicao para

microcapsulas a base de xantana. A patente destaca a utilizacéo de xantana de baixa



43

viscosidade, a mesma utilizada no presente estudo, como agente encapsulante,
sendo que em combinacdo com Aerosil®, geram solucdes encapsulantes com as
caracteristicas desejadas para a secagem (UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PELOTAS, 2018).

Fioravante (2019) desenvolveu microcapsulas de Lactobacillus acidophilus
utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade como agente encapsulante, através de
secagem em spray dryer, e posteriormente, aplicou em um gelado comestivel. A
autora observou que as concentracdes de xantana Pruni e de Aerosil® tiveram uma
menor influéncia sobre a viabilidade das microcdpsulas em comparacédo ao método e
tempo de armazenamento. Entretanto, o aumento na concentragao de xantana Pruni
e de Aerosil® ocasionou uma maior sobrevivéncia dos microrganismos apds o
processo de secagem. O gelado comestivel foi sensorialmente aceito e os probiéticos
permaneceram viaveis durante o periodo de armazenamento de 30 dias.

Outros autores ja utilizaram xantana comercial, porém nunca como agente
encapsulante Unico ou principal. Ding e Shah (2009) utilizaram diferentes materiais
encapsulantes para encapsular microrganismos probidticos dos géneros Lactobacillus
e Bifidobacterium através do método de emulsdo. A xantana destacou-se diante de
outros materiais utilizados (xantana, goma guar e locusta, alginato de sodio e
carragena), principalmente na simulacao gastrointestinal in vitro, onde preservou uma

maior concentracdo de microrganismos.

4.7 Aditivo de secagem: silica pirogénica

Quando se emprega 0 método de secagem por spray dryer surge a
necessidade da utilizacdo de aditivos de secagem. O aditivo viabiliza o processo de
secagem, tendo em vista que auxilia na reducao de perdas por deposi¢céo do material
na parede do equipamento, o que afeta diretamente a qualidade do produto final, bem
como seu rendimento. Além disso, ainda pode gerar alteracdes nas caracteristicas do
material seco, podendo reduzir sua capacidade de absorcao de umidade do ambiente
(KESHANI et al., 2015; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Na etapa de formacéao de goticulas para a atomizacdo, pode ocorrer a presenca
de algumas particulas com diametro superior ao desejado, o que pode fazer com que
esses aglomerados entrem em contato com a parede da camara antes do processo

de secagem estar completo, ocasionando aderéncia e formacdo de depdsitos no
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equipamento. Essa deposicdo € responsavel por formar torrBes, também
denominados de caking, e pode reduzir a fluidez, a capacidade de reidratacdo e de
dispersdo do poé, gerar perdas nas caracteristicas sensoriais de determinados
produtos (principalmente sabor e aroma) e reduzir a vida util e o rendimento do
processo. Quanto mais perdas e aglomerados no produto, menor sera a qualidade
final (BARBOSA-CANOVAS et al., 2005).

Para que o rendimento do processo de secagem seja superior, reduzindo o
problema de adesdo do material as paredes da camara do equipamento, pode-se
optar pela utilizacdo de diversos aditivos, que podem, ainda, auxiliar na alteragao de
propriedades do produto final, ampliando sua estabilidade e ocasionando liberagao
controlada de compostos ativos (LABMAQ, 2004).

Dentre as opcdes de aditivos de secagem, encontra-se a silica. Silica, dioxido
de silicio (SiOz) é o principal componente da areia e a principal matéria-prima para
o vidro. Em seu estado natural pode ser encontrada em diversas formas, a grande
maioria cristalina, mas também podem ser encontradas na natureza formas vitreas e
amorfas. A mesma € composta por grupos siloxanos em seu interior, enquanto a
superficie é composta por grupamentos silandis, o0s quais sao dispostos
aleatoriamente, podendo ser denominados como isolados ou livres, quando apresenta
apenas uma hidroxila ligada a um atomo de silicio; vicinais ou em ponte, quanto
apresenta dois grupos hidroxilas ligados a dois diferentes atomos de silicio; geminais
quando tém-se dois grupos hidroxilas ligados a um mesmo atomo de silicio
(ZURAVLEV, 2000).

De acordo com Napierska et al. (2010), os trés tipos de grupos silandis se
diferem em relacdo as caracteristicas de adsorcao e de reatividade quimica. No caso
do tipo de hidroxilas vicinais, por exemplo, ocorre uma forte interacdo com moléculas
de agua, as quais séo responsaveis por excelentes propriedades de adsorcdo de agua
da silica, sendo bastante utilizadas em operagfes de secagem a gas industrial.

As formas cristalinas de silica podem induzir a producdo de quimiocinas,
citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, esses mediadores ocasionam
iniciagdo e progressao de doencgas pulmonares. Além disso, a silica cristalina pode
induzir toxicidade através da formacdo de espécies reativas de oxigénio, gerando
estresse oxidativo (CASTRANOVA, 2004).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Vidro
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Favoravelmente, a silica pirogénica consiste em dioxido de silicio amorfo, que
€ uma silica sintética, de elevada pureza, a qual € constituida por particulas de
dimenséo de 7 a 16 nm. O Aerosil® é um tipo de silica comercial pirogénica, a qual
possui elevada pureza, € amorfa e com fina granulometria. Para a sua producao
utiliza-se um processo continuo de hidrélise de clorosilanos. Com esse processo
ocorre uma conversdo do SiCls em gas, o qual, posteriormente, reage com 0 vapor
d'agua formado em uma atmosfera contendo oxigénio e hidrogénio, a rea¢do ocasiona
perda consideravel de calor. Como subproduto da reacdo tém-se o gas acido
cloridrico, o qual é separado da silica (Reacdo 1) (CARVALHO et al., 2015).

Reacéo 1.
SiCls + 2H2 + O2 — SiO2 + 4 HCI

Segundo Starch et al. (2003), a molécula de Aerosil® é composta por grupos
silandis, e no interior das particulas de SiO2 sdo encontrados fragmentos de siloxano.
Assim, na auséncia de moléculas de agua, os grupos hidroxila compensam a acéo
dos atomos de silicio. Na superficie da molécula tém-se centros ativos capazes de
adsorver agua, o que ocasiona a formacao de uma camada com a presenca de grupos
hidroxila e agua.

O Aerosil® é capaz de facilitar o manuseio e processamento de diversos
produtos em pé ou misturas, sendo aprovado para alimentos e aplicacdes
farmacéuticas. Quando adicionado ocasiona aprimoramento no desempenho de
manuseio, reduzindo problemas de fluxo e fornecendo beneficios como dosagem
precisa, funcdo antiagregante, distribuicAo homogénea de ativos e estabilidade
durante o armazenamento. Além disso, diminui a possibilidade de ocorrer agregacao
do p6 na parede interna do secador por atomizacao e pode contribuir para um maior
rendimento (EVONIK, 2015).

Neto (2014) elaborou microparticulas de quitosana estruturadas com Aerosil®
atraves do processo de secagem por spray dryer, visando gerar sistemas carreadores
de farmacos por via oral ou nasal com liberagéo controlada. Como resultado obteve
reducao consideravel da carga superficial das microparticulas; reducéo da capacidade
em absorver umidade; aumento da estabilidade térmica; maior estabilidade em meio

acido e efeito de barreira a absorgédo de umidade.
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Yan et al. (2011) desenvolveram um sistema de entrega de medicamento auto-
emulsionante contendo curcumina, o qual posteriormente foi seco através de spray
dryer, utilizando Aerosil® 200 como transportador. Como resultados foi observado que
o Aerosil® gerou uma taxa de dissolucéo in vitro mais rapida, além de permitir uma
melhora significativa em relacdo a biodisponibilidade da curcumina em testes in vivo
em ratos, ap0s administracao oral. Ainda proporcionou estabilidade por, no minimo, 3
meses sob temperatura de 40 °C e 75% de umidade relativa.

Fioravante (2019) elaborou microcapsulas do probidtico Lactobacillus
acidophillus ATCC 4356, variando as concentracfes de xantana Pruni de baixa
viscosidade e Aerosil® em 11 tratamentos e obteve resultados promissores. Os
tratamentos contendo 1,25 a 2,31% de xantana Pruni de baixa viscosidade
combinados com Aerosil® em concentragées de 0,5 a 1,25% resultaram as maiores
eficiéncias de encapsulacdo, sendo a média de eficiéncia de 75%. Ainda foi realizada
a aplicacdo das microcapsulas em gelado comestivel de mirtilo, e 0 mesmo manteve
a viabilidade dos probiéticos durante o periodo de armazenamento. Comprovando que
as microcapsulas probidticas de L. acidophillus ATCC 4356 foram aptas a serem

utilizadas em produtos alimenticios.
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5 Manuscrito 1

Microencapsulagcdo em spray dryer de Lacticaseibacillus rhamnosus GG com
xantana Pruni de baixa viscosidade como agente encapsulante

Izadora Almeida Perez!, Karine Laste Macagnan?, Camila Waschburger Ames?, Alain
Sourabié®, Angela Maria Fiorentinit, Angelita da Silveira Moreira®24

1 Universidade Federal de Pelotas, Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
2 Universidade Federal de Pelotas, Centro de Desenvolvimento Tecnol6gico

3 Empresa Procelys by Lesaffre - Maisons-Alfort, Franca

4 Universidade Federal de Pelotas, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos

RESUMO - Estudos sobre métodos que visam manter a viabilidade dos probioticos
durante o processamento, armazenamento e consumo dos produtos em que forem
aplicados sdo de grande importancia. A microencapsulacéo por spray dryer € uma técnica
promissora, que quando associada a um agente encapsulante protege as células frente a
fatores adversos. O uso de xantana como agente encapsulante em spray dryer €
prejudicado pela sua elevada viscosidade, entretanto, o uso de xantana Pruni de baixa
viscosidade (BV) pode ser uma solucdo. Objetivou-se microencapsular o microrganismo
Lacticaseibacillus rhamnosus em spray dryer, utilizando xantana Pruni de baixa
viscosidade como agente encapsulante e silica pirogénica (Aerosil®) como antiagregante,
bem como avaliar o efeito da concentracao dessas variaveis na eficiéncia e no rendimento
do processo, e na viabilidade do microrganismo até 120 dias de armazenamento, sob
diferentes temperaturas. Para a elaboracdo das microcapsulas em spray dryer, utilizou-se
diferentes concentracées de xantana Pruni BV (0,75 a 1,75%) e do antiagregante Aerosil®
(0,45 a 1,15%), estabelecidas segundo delineamento fatorial completo 22 em dois niveis
(-1, +1) e com trés repeticdes no ponto central, para avaliar os efeitos das concentracdes
sobre as variaveis respostas: eficiéncia e rendimento do processo, e viabilidade do
microrganismo armazenado sob temperatura ambiente (£25 °C), refrigeracdo (7 °C) e
congelamento (-20 °C), durante 120 dias. Houve significancia estatistica (p<0,05) para a
interacéo xantana e Aerosil® na eficiéncia de encapsulagéo dos probiéticos, sendo o efeito
positivo; os resultados foram superiores a 85,83% em todos os tratamentos, com eficiéncia
maxima de 99,31%. Para a variavel resposta rendimento, a interacdo de xantana e de
Aerosil® apresentou efeito negativo, ou seja, a utilizacdo de menores concentracées,
principalmente de xantana, aumenta o rendimento de encapsulacdo. Os probidticos
microencapsulados permaneceram viaveis durante os 120 dias de armazenamento em
todas as temperaturas avaliadas, verificando-se a maior reducdo sob temperatura
ambiente. Apesar do baixo rendimento, a elevada eficiéncia de encapsulacéo, bem como
a manutencao da viabilidade da bactéria durante os 120 dias indicam que a utilizacdo da
xantana Pruni BV como agente encapsulante é adequada para o0 processo de
microencapsulagéo em spray dryer.

Palavras-chave: Probidticos. Microcdpsulas. Eficiéncia. Viabilidade.
Armazenamento.
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5.1 Introducéo

Os probidticos sdo microrganismos Vvivos que, ao serem ingeridos em
concentracfes adequadas, geram diversos beneficios para a saude do consumidor
(BRASIL, 2018). O género Lactobacillus € um dos mais estudados, abrange bactérias
Gram-positivas, com formato bacilar ou cocobacilar, ndo formadoras de esporos, sem
flagelos e aerotolerantes ou anaerébias (GOMES e MALCATA, 1999). Recentemente
ocorreu alteragdo na taxonomia de Lactobacillus, com a reclassificagdo surgiram
novos géneros, incluindo Lacticaseibacillus (ZHENG et al., 2020).

Lacticaseibacillus (anteriormente denominado Lactobacillus) compreende as
espécies L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus. Lacticaseibacillus rhamnosus GG foi
a primeira cepa pertencente ao género a ser patenteada em 1989. O microrganismo
€ resistente a baixo pH e a presenca de bile, além de possuir a capacidade de adesao
aos enterdcitos. Dentre os beneficios gerados, destaca-se a prevencéo e tratamento
de diarreia aguda em criancas, prevencao e reducao de alergias alimentares, além da
capacidade de reduzir a expresséao de diversos marcadores de ativacdo e inflamacao
nos mondcitos e a apoptose do epitélio intestinal (CAPURSO, 2019; DORON et al.,
2005; ZHENG et al., 2020).

Uma das principais formas de acdo benéfica dos microrganismos probioticos é
a capacidade de modular o sistema imune do hospedeiro, exercendo efeito direto
sobre os microrganismos patogénicos. Desse modo, ocorre prevencao de infec¢des e
restauracdo do equilibrio da mucosa intestinal, podendo ainda auxiliar na
desintoxicacao do intestino (SAAD et al., 2011).

Manter uma viabilidade satisfatéria dos microrganismos probiéticos, em torno
de 108 a 107 UFC g, durante toda a vida Util dos alimentos é um grande desafio para
as industrias, tendo em vista que diversos fatores podem dificultar sua sobrevivéncia.
As caracteristicas intrinsecas do produto em que forem aplicados, como ingredientes
utilizados, pH extremo, nivel de oxigénio, umidade, atividade de agua e temperaturas
de processamento e armazenamento podem ser desfavoraveis a sua viabilidade
(BAKR, 2015; KAVITAKE et al., 2018).

Para minimizar esse problema, a técnica de microencapsulacao por spray dryer
€ uma alternativa a ser utilizada. Essa técnica é altamente adequada para aplicacdes

industriais, possui elevada reprodutibilidade, rapidez e custo relativamente baixo,
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quando comparada a outros métodos. Além disso, gera uma maior estabilidade aos
microrganismos e prolonga o periodo de armazenamento, estendendo a vida atil. A
utilizacdo de temperaturas elevadas € a principal desvantagem; entretanto, a
aplicacdo de um agente encapsulante adequado pode proteger o microrganismo
frente a essa condicdo (ANSELMO et al., 2006; CARMO et al., 2015; RAY et al., 2016).

Os agentes encapsulantes melhoram o desempenho da secagem e das
propriedades do produto, além de gerar protecdo ao microrganismo. Envolvem os
microrganismos formando as microcapsulas e preservam suas caracteristicas
essenciais, protegendo-o frente a fatores ambientais como oxigénio, luz, umidade,
temperaturas extremas e condi¢des do trato gastrointestinal, gerando um produto de
elevada qualidade. Além de possuir a capacidade de proporcionar a liberacdo das
substancias ativas no local ideal, através de estimulo especifico (KAUSHIK et al.,
2015; SOHAIL et al. 2011).

Como agente encapsulante, a xantana € um polissacarideo que se destaca por
suas propriedades. Moreira et al. (2018), microencapsularam Lactobacillus
acidophilus em spray dryer, utilizando, pela primeira vez, xantana Pruni de baixa
viscosidade como agente encapsulante e obtiveram excelentes resultados. Essa
xantana é mais adequada para esse tipo de aplicacao, tendo em vista que xantanas
comerciais, que sao produzidas pelo patovar campestris, ocasionam elevada
viscosidade na solucéo de trabalho, o que dificulta o processo. De acordo com Moreira
et al. (2001), a xantana Pruni é produzida por Xanthomonas arboricola pv Pruni e
diferencia-se da xantana comercial tanto na estrutura quimica, como nas propriedades
reologicas, possuindo uma ramnose em sua composicao, provavelmente nas cadeias
laterais. Além disso, segundo Silva (2018), a xantana Pruni possui atividade
antioxidante significativamente superior em relacdo a xantana comercial.

No presente estudo, objetivou-se avaliar o efeito da concentracdo de xantana
Pruni de baixa viscosidade e silica pirogénica (Aerosil®) na eficiéncia e no rendimento
do processo de microencapsulacdo por spray dryer, bem como a viabilidade de
Lacticaseibacillus rhamnosus GG encapsulado e armazenado sob diferentes

temperaturas por 120 dias.
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5.2 Material e métodos

5.2.1 Producéo da xantana Pruni de baixa viscosidade

A cepa utilizada no presente estudo foi a cepa 101 de xantana Pruni, a qual foi
isolada por pesquisadores da Embrapa Clima Temperado — e cedida ao Laboratorio
de Biopolimeros, CDTec da Universidade Federal de Pelotas. A producao do in6culo
foi realizado através da suspensédo das células em meio liquido, permanecendo
durante o periodo de 24h em agitador orbital (shaker). A fase de producéo do polimero
foi realizada através do método de fermentacdo submersa, utilizando biorreator de 14
litros com um volume util de 10 L (Biostat B, B. Braun Biotech International®). Foram
utilizadas condicdes operacionais como descrito no pedido de patente
WO0/2006047845 (UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS, 2006), com
componentes do meio de cultura e suas concentracdes selecionados para obtencao
de xantana de baixa viscosidade, com modificacdo nos componentes e suas
concentracdes no meio de producdo de indculo, utilizando 2,5 g L de extrato de
levedura e 2,5 g L de peptona.

Realizou-se a recuperagao da xantana Pruni BV a partir do caldo fermentado,
por precipitacdo com adi¢do de etanol a 96% (v/v) numa proporc¢ao de 4:1 (v/v). Apds
essa etapa, secou-se o polimero a 56 °C e triturou-se. A xantana utilizada no
experimento resultou de uma mistura do produto de duas fermentacdes, entre as quais

a diferenca entre o rendimento e a viscosidade do polimero foi menor que 5%.

5.2.2 Avaliagdo da curva de crescimento de Lacticaseibacillus rhamnosus GG

O microrganismo probioético utilizado foi o Lacticaseibacillus rhamnosus
(anteriormente denominado Lactobacillus rhamnosus) GG ATCC 53103, produzido
pela Vivera® e doado pela Procelys by Lasaffre — Maisons-Alfort, Franca. A cultura
liofilizada foi armazenada sob congelamento. Para reativa-la foi adicionado caldo MRS
(De Man, Rogosa e Sharp) (Kasvi®) e, apés 20 minutos de reidratagéo, realizou-se o
plaqueamento em placas de Petri, contendo 4gar MRS (Kasvi®); incubou-se as placas

a temperatura de 37 °C durante 72 h, sob condi¢cdo de anaerobiose.
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A fim de determinar o periodo de concentracdo maxima do probiotico L.
rhamnosus, determinou-se a curva de crescimento, através da contagem em placas
do microrganismo e da determinacdo da densidade Otica por espectrofotdmetro. A
curva de crescimento possibilita a determinacdo do periodo ideal para o
microrganismo ser adicionado a solugdo encapsulante.

Para a obtencdo do inoculo, foram preparadas placas de repiques
multiplicativos contendo L. rhamnosus, incubadas a temperatura de 37 °C durante 72
h, sob condicdo de anaerobiose. Ressuspendeu-se as células contidas nas placas de
Petri em 3 Erlenmeyers de 500 mL, cada um contendo 200 mL de meio liquido MRS
(Kasvi®), e incubou-se em agitador orbital (Shaker) sob as condi¢des de 150 rpm e 37
°C. Amostras foram coletadas no periodo inicial (0 h), apos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26 e 28 h de incubacao.

Para determinar a concentracédo de microrganismos em log UFC mLt, em cada
um dos periodos de coleta, realizou-se diluicbes decimais seriadas seguidas de
semeadura em placas de Petri contendo meio MRS &gar, em triplicata.
Posteriormente, incubou-se as placas a 37 °C em jarras de anaerobiose, durante 72
h, e, apds, foi realizada a contagem do numero de unidades formadoras de colonia e
correcdo da diluicdo para expressao dos resultados. Determinou-se a DOsoonm €m
todos os periodos de coleta, em triplicata, através de leitura em espectrofotometro

(Ultrospec10, Reino Unido) no comprimento de onda de 600nm.

5.2.3 In6culo

Para obter o inoculo, realizou-se o preparo de 20 placas de repiques
multiplicativos contendo L. rhamnosus e incubou-se a temperatura de 37 °C durante
72 h, sob condicdo de anaerobiose. Ressuspendeu-se as células contidas nas placas
de Petri em 5 Erlenmeyers de 500 mL, cada um contendo 200 mL de MRS caldo e
incubou-se os Erlenmeyers em agitador orbital (Shaker) sob as condi¢coes de 150 rpm
e 37 °C durante 22 h.

5.2.4 Solugdes encapsulantes

As concentragbes dos componentes das solugbes encapsulantes (xantana

Pruni BV e Aerosil®) foram definidas através da utilizacdo de delineamento fatorial
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completo 2?2 em dois niveis (-1, +1) com adicéo de trés repeticdes no ponto central
para avaliar os efeitos das concentracdes de xantana (0,75 a 1,75%) e de Aerosil®
(0,45 a 1,15%) totalizando 7 tratamentos. Esterelizou-se as solu¢cdes em autoclave,
sob a temperatura de 121 °C durante 15 minutos. Na Tabela 1 esta sendo especificado
as formulacbes referentes a cada tratamento utilizado para a preparacdo das

microcapsulas.

Tabela 1 - Matriz do delineamento fatorial completo 22, com 3 pontos centrais (C) para definicdo dos
tratamentos (formulacdes) para a elaboracdo das microcapsulas de L. rhamnosus GG em spray dryer,
utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade (X) como agente encapsulante e Aerosil® (A) como
antiagregante.

Tratamento Niveis codificados Niveis reais (%)
X A X A

1 -1 -1 0,75 0,45

2 +1 -1 1,75 0,45

3 -1 +1 0,75 1,15

4 +1 +1 1,75 1,15

5(C) 0 0 1,25 0,80

6 (C) 0 0 1,25 0,80

7 (C) 0 0 1,25 0,80

X: xantana Pruni BV; A: Aerosil®

5.2.5 Microencapsulacéao

Para a elaboracdo das microcapsulas, transferiu-se o inéculo para tubos
Falcons de 50 mL e submeteu-se a centrifugacéo a 4 °C, 10000 g, durante 5 min. Apés
centrifugar, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as células do probiético
no mesmo volume de solucdo encapsulante, formando a solucdo de trabalho.
Realizou-se a secagem por spray dryer (Lab Maq®, modelo MSD 1.0, Brasil), o qual
estd disponivel no Centro de Desenvolvimento Tecnolégico de Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas. As condi¢Ges utilizadas foram: temperatura de
entrada de ar de 110 + 2 °C e temperatura de saida de ar 65 + 5 °C. A solucdo de

trabalho foi introduzida na camara de secagem utilizando uma bomba peristaltica com
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vazdo de alimentacéo equivalente a 0,4 L h't. As condicdes de pressdo do compressor

do ar de secagem foram 2 - 4 kgf cm e a vazéo de ar comprimido 40 kgf cm.
Armazenou-se as microcapsulas probidticas em frascos hermeticamente

fechados, sob diferentes temperaturas — ambiente (25 °C), de refrigeracéo (7 °C) e

de congelamento (-20 °C) - até a realiza¢do das andlises.

5.2.6 Eficiéncia do processo de microencapsulacao

A eficiéncia de encapsulagao foi determinada de acordo com llha et al. (2015),
relacionando-se a concentracado de microrganismos viaveis antes e ap0s 0 processo
de microencapsulacao por spray dryer. Realizou-se o calculo de acordo com a

equacdao 1, e o resultado foi expresso em percentual (%).

Equacdo 1: EE = log(cf) /log(ci) = 100

Em que:
EE= Eficiéncia de encapsulacao
Cf= Concentracao celular final apés atomizacgéo

Ci= Concentracéo celular inicial

5.2.7 Rendimento do processo de microencapsulacéao

Determinou-se o rendimento de acordo com Fioravante (2019), por gravimetria,
levando em consideracéo a quantidade de microcapsula obtida. O célculo foi realizado
através da relacdo da massa polimérica total sobre o volume de solugdo (m/v), e

expresso em percentual (%).
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5.2.8 Avaliacédo da viabilidade do microrganismo nas microcapsulas

Para realizar a contagem de células viaveis de L. rhamnosus GG ATCC 53103
presentes nas microcapsulas, utilizou-se a metodologia de Silva et al. (2014),
adaptada por Fioravante (2019). Adicionou-se 0,01 g das microcdpsulas a 1 mL de
solucdo tampéo fosfato 0,2 M e submeteu-se a agitacdo de 150 rpm e temperatura de
37 °C, durante 3 h em agitador orbital (Shaker) para proporcionar a abertura ou
dissolucéo das microcapsulas.

Apés esse periodo, realizou-se o plaqueamento, no qual diluicdes decimais
seriadas foram semeadas em placas de Petri contendo agar MRS. Posteriormente,
incubou-se as placas a 37 °C em jarras de anaerobiose, durante 72 h, e assim
realizou-se a contagem do numero de unidades formadoras de colbnia e correcédo da
diluicdo para expressdo dos resultados em log UFC g. Determinou-se a contagem
de células vidveis nas microcapsulas no tempo inicial, apés as mesmas serem
produzidas, e em 7, 30, 60, 90 e 120 dias de armazenamento, sob temperatura
ambiente (x 25 °C), de refrigeracao (7 °C) e de congelamento (-20 °C). Realizou-se a

analise em triplicata.

5.2.9 Anélise estatistica

Analisou-se os efeitos das variaveis independentes (concentracdo da xantana
Pruni BV e Aerosil®) em relacdo ao rendimento, a eficiéncia e a viabilidade nos
diferentes dias de armazenamento pelo teste ANOVA usando o
programa Statistica 7.0® para Windows. O valor de p<0,05 foi considerado
significativo.

A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para verificar a influéncia de cada
parametro investigado na funcéo resposta. O teste-t e o P-valor foram empregados
para avaliar a significancia dos parametros. P-valor < 0,05 expressa efeito significativo
no intervalo de confianca de 95%. Os efeitos estimados padronizados que cada
variavel exerce na resposta avaliada foram descritos através de gréafico de Pareto.

Os resultados das contagens de microrganismos probidticos viaveis durante o
armazenamento por 120 dias em diferentes temperaturas foram submetidos a analise

de variancia (ANOVA), teste F, e, no caso de diferenca significativa, as médias foram



55

comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5% de probabilidade, usando o

programa Statistix 8.0® para Windows.
5.3 Resultados e discusséo
5.3.1 Curva de crescimento
A Figura 1 é referente a curva de crescimento do microrganismo L. rhamnosus,

mostrando a concentracéo de células viaveis (log UFC mL1) e da densidade 6ptica ao

longo do periodo de incubacao.
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Figura 1 - Curva de crescimento do microrganismo L. rhamnosus GG (log UFC mL-1) e DOsoonm a0 longo

de 28 h de incubacéo.

A concentragdo inicial de L. rhamnosus GG foi de 7,32 log UFC mLY,
alcancando a concentracdo maxima de 9,43 log UFC mL' em 22 h de incubacéo. A
partir desse periodo, iniciou-se uma reducdo da concentracdo de microrganismos,
chegando a 8,43 Log UFC mL* em 28 h.

Avila-Reyes et al. (2014) avaliaram a cinética de crescimento de L. rhamnosus
B442 a fim de determinar o periodo com a concentragdo maxima de microrganismos.
Os autores inocularam uma concentracdo de cerca de 3 log UFC mL* em caldo MRS,

incubaram a 35 °C durante 48 h e retiraram amostras para quantificar o
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microrganismo. Nessas condi¢des, a concentragdo maxima de células foi atingida em
36 h, com cerca de 9 log UFC mL™.

Lopes (2016) determinou a curva de crescimento celular de L. rhamnosus
ATCC 7469. Inoculou 5% (v/v) do microrganismo em caldo MRS e incubou o inéculo
sob a temperatura de 37 °C, com coletas de amostra por até 24 h. Assim como no
presente estudo, a concentracao inicial foi na faixa de 7 log UFC mL™. Entretanto, a
concentracdo maxima foi inferior, sendo na faixa de 8 log UFC mL™, apés 14 h de
fermentacao.

Além da determinagdo da concentracdo de microrganismos, a realizacdo da
analise de DOsoonm € de total importancia. Os resultados da DOsesoonm foram
concordantes, com leitura inicial de 4,07 e alcancando 13,10, apds 22 h. A partir das
24 h de fermentagéo, houve uma queda na DOesoonm, alcangando-se o valor de 9,59
em 28 h.

Eckert (2016) avaliou a curva de crescimento de L. acidophilus e determinou a
densidade optica (DO). Os inéculos foram adicionados em frascos contendo caldo
MRS, em uma proporcao de 5%, e avaliados quanto ao crescimento em 3, 6, 9, 15,
24,29, 33 e 48 h. A determinagé&o da DO foi realizada a 600 nm em espectrofotdmetro.
A autora encontrou uma DO inicial de 1,09, alcancando o maximo de 12,78 no periodo

de 29 h de incubacéo.
5.3.2 Eficiéncia do processo de microencapsulacao
Os resultados obtidos referentes a eficiencia (%) do processo de

microencapsulacédo, relacionados a sobrevivéncia dos microrganismos apés a

secagem por spray dryer, estdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Eficiéncia do processo para a obtencdo das microcapsulas probitticas considernado a
relagdo entre a concentracdo de microrganismos viaveis antes (inéculo) e apés (microcapsula) o

processo de microencapsulagéo por spray dryer.

Tratamento In6culo Microcapsula Eficiéncia (%)
(log UFC mL™1) (log UFC g)
1 9,18%0,02 8,77+0,01 95,53
2 9,75+0,03 9,43+0,09 96,72
3 9,260,01 8,11+0,06 87,58
4 8,68x0,10 8,62+0,02 99,31
5 9,53+0,06 8,18%0,20 85,83
6 9,49+0,02 8,2610,23 87,04
7 9,49+0,02 8,08+0,14 85,14

*médias de x + desvio padréo.

De acordo com Tripathi e Giri (2014), o processo de secagem por spray dryer
ocasiona uma reducdo na viabilidade dos microrganismos, uma vez que as células
sdo submetidas a elevadas temperaturas de entrada e de saida do equipamento,
cisalhamento mecanico, desidratacdo e pressdo osmoética. Apesar disso, 0S
resultados obtidos no presente estudo foram excelentes, sendo todos superiores a
85%. O maior resultado foi de 99,31% no tratamento 4, o qual possui a concentracao
maxima, tanto de xantana como de Aerosil®, ja os valores de eficiéncia inferiores foram
observados nos pontos centrais (T5, T6 e T7).

Fioravante (2019) desenvolveu microcapsulas de Lactobacillus acidophilus
utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade e Aerosil® como agente encapsulante,
também através de secagem em spray dryer. Utilizando concentracfes de xantana e
Aerosil® que variaram entre 0,19 a 2,31%, a autora obteve resultados entre 74,10%
no tratamento com 2% de xantana e 2% de Aerosil® e 77,25% no tratamento com
0,19% de xantana e 1,25% de Aerosil®, obtendo resultados inferiores ao presente
estudo em todos os tratamentos.

Ananta et al. (2005) microencapsularam L. rhamnosus GG em spray dryer, com
temperatura de saida de 70 a 100 °C, utlilizando leite desnatado em pé (20%) como
agente encapsulante, e obtiveram uma eficiéncia de 60% com a temperatura de saida
de 80 °C.

Maciel et al. (2014) microencapsularam L. acidophilus La-5 em spray dryer,

utilizando soro de leite reconstituido ou leite desnatado (30% de sélidos totais) como
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agente encapsulante e avaliaram a eficiéncia de encapsulagéo. Os resultados obtidos
foram de 75,43% para soro de leite reconstituido e 77,73% para leite desnatado,
correspondendo a contagens de probidticos de 7,08+0,36 e 7,27+0,57 log UFC g7,
respectivamente.

llha et al. (2015) microencapsularam Lacticaseibacillus paracasei isolado de
massa fermentada de uva em spray dryer, utilizando leite desnatado e soro de queijo
como agentes encapsulantes e obtiveram eficiéncia de encapsulacao de 93,12%, com
uma concentracao inicial de células viaveis de 10,20 log UFC g* e alcancando 9,49
log UFC g apds o processo de microencapsulacéo por spray dryer.

Além das condi¢cdes utilizadas no spray dryer, sendo as principais as
temperaturas de entrada e de saida, outros fatores geram influéncia na reducéo da
concentracdo dos microrganismos apds a secagem, consequentemente, alterando a
eficiéncia de encapsulagéo. Dentre esses fatores, destaca-se o tipo e a concentracéo
de materiais encapsulantes utilizados (ZHANG et al., 2016). A Figura 2 mostra os

efeitos das variaveis xantana (%) e Aerosil® (%) sobre a eficiéncia.

Xantana 6.716667 -

Xantana*Aerosil 5.479386

Aerosil -2, 78648

p=0.05
Efeito Padronizado (Efeito Absoluto)

Figura 2 - Efeito dos parametros de encapsulagao xantana (%) e Aerosil® (%) sobre a eficiéncia (%) de

encapsulacao do probiotico L. rhamnosus GG.

Na Figura 2 pode-se observar que houve significancia estatistica (p<0,05) para

a interacdo xantana e Aerosil®, sendo o efeito positivo, ou seja, o efeito da xantana na
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eficiéncia de encapsulacdo dos probiéticos € maior quando a concentracdo de
Aerosil® é fixada no maximo valor investigado (1,15%).

Fioravante (2019) avaliou o efeito das variaveis independentes xantana (%) e
Aerosil® (%) sobre a variavel resposta eficiéncia de microencapsulacdo do
microrganismo L. acidophilus. Assim como no presente estudo, a utilizacdo de
xantana resultou em efeito positivo. Entretanto, para a autora, a combinagdo das
variaveis ndo resultou em efeito significativo e o Aerosil® apresentou efeito negativo,
0 que indica que o aumento da concentracao de xantana e reducao da concentracao
de Aerosil® na solucdo encapsulante, geraram aumento na viabilidade de L.
acidophilus.

O efeito positivo da xantana Pruni BV e da combinac&o das variaveis xantana
Pruni BV e Aerosil® pode estar relacionado ao fato de o polissacarideo conferir
protecdo térmica ao microrganismo, o qual € sensivel a temperaturas elevadas. O
agente encapsulante possui a funcdo de protecdo quanto as condicbes extremas,
evitando que haja uma exposi¢cdo inadequada e favorecendo a viabilidade do
probiotico (SOHAIL et al., 2011).

5.3.3 Rendimento
Os resultados referentes ao rendimento do processo de microencapsulacao de
L. rhamnosus por spray dryer, utilizando as diferentes concentracdes de xantana Pruni

BV e Aerosil® estdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento de microcasulas de L. rhamnosus GG apés processo de microencapsulacao

em spray dryer utilizando xantana Pruni como agente encapsulante e Aerosil® como antiagregante.

Tratamentos Rendimento (%)
1 26,98
25,40
29,99
18,13
21,15
21,31
20,99

N O O b~ WN
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O rendimento do processo de microencapsulacao por spray dryer pode estar
relacionado as condicdes utilizadas no equipamento, entretanto, até o momento, nao
foram encontradas informacdes detalhadas sobre a relacéo entre o rendimento e as
condi¢cbes do processo na literatura. Segundo Maury et al. (2004), a maior limitagcédo
do processo de microencapsulacao por spray dryer é o baixo rendimento de p6 obtido.
Este tende a aumentar, quando se aplica temperaturas de entrada mais elevadas,
devido ao fato de a secagem das goticulas geradas no processo ser aprimorada,
ocasionando em uma reducéo da deposicao e agregacdo de particulas nas paredes
da cdmara de secagem. Porém, no caso de microencapsulagdo de microrganismos
probiéticos, deve-se ter cuidado com temperaturas muito elevadas. Além disso, uma
das principais raz6es para um baixo rendimento de p6 é o projeto do separador de
ciclone, o qual ndo deve reter particulas com diametros inferiores a 2 mm, devendo
encaminha-las para a saida de ar.

O tipo e a concentracdo de agentes encapsulantes utilizados geram grande
influéncia no rendimento do processo de secagem por spray dryer. Na Figura 3 pode-
se observar os efeitos determinados para as variaveis independentes xantana (%) e

Aerosil® (%) sobre o rendimento do processo.

Xantana / -42 000
Xantana*Aerosil / -32.125

Aerosil / 13,3125

p=0,05
Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Figura 3 - Efeito dos parametros de encapsulagdo xantana (%) e Aerosil® (%) sobre o rendimento (%)

de encapsulagédo do probiético L. rhamnosus GG.
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A Figura 3 evidencia que todos os parametros foram estatisticamente
significativos no intervalo de confianga de 95%. A interag&o de primeira ordem mostra
ser de significancia estatistica para a interacdo % de xantana e % de Aerosil®, sendo
o efeito negativo, ou seja, a utilizacdo de menores concentragdes, principalmente de
xantana, aumentam o rendimento de encapsulacéao.

Os resultados variaram de 18,13% a 29,99% (Tabela 3). O maior rendimento
corresponde ao Tratamento 3, o qual possui maior concentracédo de Aerosil® (1,15%)
e menor concentracdo de xantana (0,75%). Isso pode ser explicado pelo fato do
antiagregante auxiliar para que ndo haja aderéncia do produto ao equipamento, o que
é facilitado quando combinado com uma concentracdo mais baixa de xantana. O
segundo melhor rendimento é referente ao tratamento com menor concentracao de
sélidos (Tratamento 1), o que enfatiza o que foi citado anteriormente, demonstrando
gue concentracfes inferiores auxiliam para que ndo haja deposicdo elevada de
produto ao equipamento, favorecendo o processo através da formacéo de goticulas
de menor diametro.

O menor rendimento foi de 18,13% no Tratamento 4, o qual possui
concentracdo maxima de xantana (1,75%) e de Aerosil® (1,15%), 11,86 pontos
percentuais menor que no Tratamento 3. O resultado obtido indica que uma maior
concentracdo de soélidos presentes na solugdo encapsulante pode gerar a formacao
de goticulas com diametro superior ao ideal, o que ocasiona em uma elevada
quantidade de produto aderido ao equipamento e, consequentemente, reduz o
rendimento do processo. De acordo com Barbosa-Cénovas et al. (2005), na etapa de
secagem pode ocorrer a formacéo de goticulas com diametro de tamanho elevado,
isso tende a resultar na formacdo de aglomerados que ocasionam aderéncia e
formacdo de depdsitos no equipamento. Essa deposi¢cdo forma torrGes, também
denominados de caking, e reduz consideravelmente o rendimento do processo.

Fioravante (2019) obteve resultados de rendimento entre 14,84% e 50,64%. O
menor rendimento ocorreu no tratamento contendo 0,5% de xantana e 2,0% de
Aerosil®, jA o maior rendimento ocorreu no tratamento contendo o maximo de xantana
(2,31%) e o intermediario de Aerosil® (1,25%). A autora afirma que o aumento da
concentracdo de xantana e de Aerosil® aumentaram o volume de p6 gerado, diferindo

do presente estudo, onde os resultados foram contrérios.
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De acordo com Langrish et al. (2007), a adesividade do material encapsulante
gera perdas consideraveis, devido a agregacdo do produto ao equipamento,
reduzindo o desempenho de secagem. Apesar de ter sido utilizada uma xantana de
baixa viscosidade, quando aplicada em elevadas concentracfes, a solucéo
encapsulante torna-se viscosa, o que dificulta o processo. Segundo Keshani et al.
(2015), quando utilizados corretamente, os aditivos de secagem auxiliam diretamente
na reducdo de perdas por deposicdo do material na parede do spray dryer,
aumentando o rendimento. Destacando-se, desse modo, a importancia da avaliagao
do efeito de diferentes concentragdes de antiagregante e de agente encapsulante na
solucao de trabalho.

5.3.4 Avaliacdo da viabilidade nas microcapsulas em diferentes periodos e

temperaturas de armazenamento

A Figura 4 é mostrada a concentracdo dos microrganismos viaveis
armazenados sob temperatura de congelamento, refrigeracdo e ambiente, pelo
periodo de 1, 7, 30, 60, 90 e 120 dias.
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Figura 4 - Concentracao de microrganismos viaveis nas microcapsulas ao longo do periodo de 120 dias
de armazenamento, armazenados sob temperatura de congelamento (-20 °C), refrigeracéo (7 °C) e

ambiente (25 °C). Médias * desvio padrao.

by

Os tratamentos ndo diferiram entre si relativamente a concentracdo de
microrganismos contidos nas microcapsulas no periodo inicial. Aos 7 dias de
armazenamento, houve reducéo significativa na concentragdo de microrganismos
submetidos aos tratamentos T1 (0,75% de xantana e 0,45% de Aerosil®), T2 (1,75%
de xantana e 0,45% de Aerosil®) e T3 (0,75% de xantana e 1,15% de Aerosil®), quando
armazenados sob temperatura ambiente, em relacdo aos demais. O restante dos
tratamentos e das condigbes de armazenamento ndo apresentaram diferenca

significativa. Ja aos 30 e aos 60 dias de armazenamento, apenas a concentracdo de
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microrganismos quando armazanados a temperatura ambiente diferiu
significativamente em todos os tratamentos em relagdo ao armazenamento sob
congelamento e refrigeracao.

Aos 90 dias, os melhores resultados foram observados para as microcapsulas
armazenadas sob temperatura de congelamento e para o T1 (0,75% de xantana e
0,45% de Aerosil®), T2 (1,75% de xantana e 0,45% de Aerosil®) e T4 (1,75% de
xantana e 1,15% de Aerosil®) armazenados sob refrigeragdo. O T3 (0,75% de xantana
e 1,15% de Aerosil®) e os pontos centrais (T5, T6 e T7), na temperatura de
refrigeracdo, foram inferiores estatisticamente em relagdo a temperatura de
congelamento. O armazenamento das microcipsulas sob temperatura ambiente
ocasionou a obtencdo das menores concentracdes do microrganismo, no T3 (0,75%
de xantana e 1,15% de Aerosil®) e nos pontos centrais (T5, T6 e T7). Aos 120 dias de
armazenamento, os melhores resultados foram observados em todos os tratamentos
da temperatura de congelamento, e no T2 (1,75% de xantana e 0,45% de Aerosil®),
T3 (0,75% de xantana e 1,15% de Aerosil®) e T4 (1,75% de xantana e 1,15% de
Aerosil®) da temperatura de refrigeracdo. As maiores reducdes foram observadas na
temperatura ambiente, principalmente no T1 (0,75% de xantana e 0,45% de Aerosil®)
e nos pontos centrais (T5, T6 e T7).

As microcapsulas armazenadas sob a temperatura de congelamento
apresentaram excelentes resultados de viabilidade. O T1 (0,75% de xantana e 0,45%
de Aerosil®) e os pontos centrais (T5, T6 e T7) mantiveram-se no mesmo ciclo
logaritmico durante todo o periodo de armazenamento. O T2 (1,75% de xantana e
0,45% de Aerosil®) manteve-se em 9 log UFC g até os 90 dias de armazenamento,
finalizando com a concentracédo de 8,81 log UFC g apés os 120 dias, sendo a mais
elevada em relacdo a todos os tratamentos. As maiores reducdes apéds os 120 dias
de armazenamento foram observadas no T3 (0,75% de xantana e 1,15% de Aerosil®)
e T4 (1,75% de xantana e 1,15% de Aerosil®), sendo essas de 1,07 e de 1,09 ciclos
logaritmicos, respectivamente. Finalizando com a concentracéo de 7,04 log UFC g*
parao T3 e 7,53 UFC g para o T4.

Sob temperatura de refrigeracdo, a menor reducdo apoés os 120 dias de
armazenamento ocorreu no T1 (0,75% de xantana e 0,45% de Aerosil®), diminuindo
apenas 0,29 ciclo logaritmico, em relacdo a concentragéo inicial, finalizando com a

concentragéo de 8,48 log UFC g'. Apesar da reducéo ter sido superior no T2 (1,75%
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de xantana e 0,45% de Aerosil®) (0,62 ciclo logaritmico), esse foi o tratamento com a
maior viabilidade no periodo final, sendo esta da ordem de 8,81 log UFC g*. A maior
reducéo foi de 1,20 ciclos logaritmicos no T4 (1,75% de xantana e 1,15% de Aerosil®),
com concentracao final de de 7,42 log UFC g*. A menor viabilidade foi de 7,11 log
UFC g no T3, sendo ainda uma viabilidade adequada.

Como esperado, as maiores reducbes da viabilidade de microrganismos
ocorreram nas microcapsulas armazenadas sob temperatura ambiente. Entretanto,
aos 30 dias de armazenamento, o T1 e o T2 apresentaram viabilidades elevadas, na
faixa de 7,34 e 7,53 log UFC g%, respectivamente. O T1 manteve a viabilidade na faixa
de 6,18 log UFC g por até 60 dias de armazenamento, sendo essa concentragdo
adequada para utilizacdo. A reducéo mais elevada, ap6s o periodo de 120 dias, foi de
5,83 log UFC g no T2 (1,75% de xantana e 0,45% de Aerosil®), finalizando com a
concentragdo de 3,60 log UFC g'. A maior concentragéo obtida foi de 5,21 log UFC
g! no T4 (1,75% de xantana e 1,15% de Aerosil®), o qual obteve reducéo de 3,41
ciclos logaritmicos. Entretanto, as menores redugcdes foram observadas nos pontos
centrais (T5, T6 e T7), sendo estas de 3,52 a 2,34 ciclos logaritmicos.

Fioravante (2019) avaliou a viabilidade das microcapsulas de L. acidophilus ao
longo do periodo de 120 dias, armazenadas sob temperatura ambiente, refrigeracédo
e congelamento. Obteve resultados inferiores aos do presente estudo em todas as
temperaturas avaliadas. A temperatura ambiente ndo assegurou a viabilidade dos
microrganismos até os 120 dias de armazenamento. Ja para as microcapsulas
armazenadas sob congelamento e refrigeracao, as concentracdes maximas foram 6
log UFC g e 5,57 log UFC g1, respectivamente, no final do periodo de avaliacéo.

Avila-Reyes et al. (2014) utilizaram amido de arroz nativo e inulina, ambos em
concentracdo de 10 a 20% para microencapsular L. rhamnosus em spray dryer e
avaliaram a viabilidade ap6s 32 dias de armazenamento sob refrigeracao (4 °C) e sob
temperatura ambiente (25 °C). Partindo de concentragdes iniciais da ordem de 8,66 a
9,08 log UFC g%, houve uma reducéo de 0,17 a 2,26 log UFC g para temperatura
ambiente, e de 0,15 a 1,83 log UFC g para a temperatura de refrigeracéo, sendo a
maior viabilidade obtida de 8,77 log UFC g. Sendo estes resultados semelhantes aos
do presente estudo.

Carvalho (2018) microencapsulou L. acidophilus La-5 em spray dryer utilizando

dextrina de mandioca como agente encapsulante. A autora realizou 17 formulacdes
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variando a concentracdo de dextrina tartarato de mandioca, a temperatura e a vazao
de entrada do equipamento. A viabilidade das microcapsulas foi avaliada em até 45
dias de armazenamento, sob temperatura de refrigeracdo. Os resultados referentes a
reducdo variaram entre 0 e 2,66 log UFC g, iniciando com viabilidade de 5,09 a 8,52
log UFC g e finalizando de 4,34 a 7,47 log UFC g.

Nunes et al. (2018) microencapsularam L. acidophilus La-5 em spray dryer,
utilizando goma arabica (8%), maltodextrina (2%), glicerol (1,9%), Tween 80 (0,1%).
Elaboraram 4 solucfes encapsulantes, variando o agente encapsulante, utilizado-o na
concentracdo de 8%: goma ardbica, inulina, amido de milho e trealose. Avaliaram a
concentracdo dos microrganismos sob temperatura ambiente, de congelamento e de
refrigeracdo em até 120 dias de armazenamento; as concentra¢cdes iniciais eram da
ordem de 10,01 a 10,98 log UFC g'. Assim como no presente estudo, as maiores
reducBes ocorreram nas microcdpsulas armazenadas sob temperatura ambiente
reduzindo de 3,49 ciclos logaritmicos a 4,55. A viabilidade final para esta temperatura
variou de 5,46 a 6,81 log UFC g'. Para a temperatura de refrigeracdo, ocorreu
reducao de 1,09 a 2,23 ciclos logaritmicos, finalizando com uma concentracéo de 7,78
a 9,33 log UFC g*. Sob a temperatura de congelamento, houve variacdo da reducéo
na faixa de 2,93 a 1,99 ciclos logaritmicos, com concentracao final de 7,08 a 8,40 log
UFC g

Hernandez-Lopez et al. (2018) microencapsularam Lactobacillus pentosus em
spray dryer, utilizando uma mistura de amido e pulque (bebida alcodlica mexicana)
como agente encapsulante, variando a concentracao de 24 a 31% de sélidos e a
temperatura de entrada de 92 a 148 °C. A viabilidade inicial do microrganismo
encapsulado foi em torno de 9 log UFC g, posteriormente os autores avaliaram a
viabilidade sob a temperatura de 30 °C e sob refrigeracdo com temperatura de 4 °C,
no periodo de até 12 semanas de armazenamento. Sob a temperatura de refrigeracéo,
a concentracdo de L. pentosus permaneceu em 9 log UFC g' até o final do
armazenamento (12 semanas). Entretanto, quando armazenado a 30 °C, a partir da
semana 6 a concentracédo de L. pentosus foi reduzida para menos de 6 log UFC g,
sendo que no final do periodo de armazenamento ndo houve sobrevivéncia.

Dianawati et al. (2017) avaliaram a viabilidade do microrganismo probiotico L.
acidophilus La-5 microencapsulado em spray dryer, utilizando caseinato de sédio

(6%), isolado de proteina de soja (6%) ou proteina de ervilha (6%), glicose D+ (6%) e
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maltodextrina (10%) como agentes encapsulantes, por até 8 semanas, sob as
temperaturas de 25, 30 e 35 °C. A viabilidade inicial variou de 7,12 a 9,18 log UFC g
1, sendo que no final do periodo de armazenamento, a viabilidade foi de 3,64 a 7,90
log UFC g para a temperatura de 25 °C e de 2,65 a 7,57 log UFC g para temperatura
de 30 °C. Sob a temperatura de 35 °C houve uma variacao de nao detectado (<2 log
UFC g') a 6,63 log UFC g'. A temperatura de armazenamento influenciou
significativamente na viabilidade dos microrganismos em todos os tratamentos, sendo
a temperatura de 35 °C a com maiores reducdes.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo concordantes com a literatura,
sugerindo que a estabilidade dos probiéticos microencapsulados aumenta com a
reducdo da temperatura. Corcoran et al. (2004) afirmam que temperaturas inferiores
melhoram as taxas de viabilidade celular, tendo em vista que geram a reducéo de
possiveis reacbes quimicas, como oxidacdo, que sdo prejudiciais aos
microrganismos. De acordo com Silva et al. (2014), temperaturas mais baixas auxiliam
na estabilidade dos microrganismos encapsulados, evitando rearranjos no material de
parede e impedindo a exposicao inadequada as condicdes indesejadas, ocasionando
um aumento da vida atil das microcapsulas.

Além do periodo e das condicbes de armazenamento, a concentracdo de
agentes encapsulantes utilizados no processo de microencapsulacao influenciam
diretamente na viabilidade dos microrganismos. Na Figura 5 pode-se observar o efeito
das variaveis independentes xantana (%) e Aerosil® (%) sobre a variavel viabilidade
dos microrganismos no periodo de até 120 dias de armazenamento, sob temperatura

de congelamento.
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Inicial 7 dias

Xantana

Aerosil

Kantana

Xantana® Aerosil Xantana®Aerosil

p= 0,05 p=0,05
Estimativa de e feito padronizado (valor absoluta) Estimativa de efeito padronizado (valor absolute)
30 dias 60 dias
Aerosil EERZY Aerosil 321487
Kantana®Aerosil Xantana®Aerosil
Xantana Xantana
p=10,05 p=0,05
Estimativa de e feito padronizado (valor absoluto) Estimativa de e feito padronizado (valor absoluto)
90 dias 120 dias

152357 Aerosil 7.3

Xantana®Aerosil Xantana

Kantana Xantana®Aerosil

p=10,05 p= 0,05
Estimativa de e feito padronizado (valor absoluto) Estimativa de e feito padronizado (valor absoluto)

Figura 5 - Efeito dos parametros de encapsulacdo xantana (%) e Aerosil® (%) sobre a variavel
viabilidade dos microrganismos armazenados sob temperatura de congelamento (-20 °C), no periodo
de até 120 dias.

Para as microcapsulas armazenadas sob temperatura de congelamento, tanto
no periodo inicial como aos 7 dias de armazenamento, as concentracdes de xantana
e Aerosil® resultaram em efeitos isolados positivo e negativo, respectivamente. A

excecao do inicio do acompanhamento e dos 60 dias de armazenamento congelado,
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nos demais periodos avaliados houve efeito negativo da interagdo entre xantana e
Aerosil® sobre a viabilidade dos microrganismos, com maior influéncia do Aerosil® a
partir dos 30 dias.

Na Figura 6 esta o efeito das variaveis independentes xantana (%) e Aerosil®
(%) sobre a variavel viabilidade dos microrganismos no periodo de até 120 dias de

armazenamento, sob temperatura de refrigeragao.

Inicial 7 dias
45T
Xantana Xantana
Xantana®Aerosil Xantana™Aerosil 115017
p= 0,05 p= 0,05
Estimativa de e feito padronizado (valor absoluto) Estimativa de e feito padronizado (valor absoluto)

30dias 60 dias

17,4088 Aerosil

Aerosil

Kantana Xantana*Aerosil

Xantana*#erosil Kantana

p= 0,05 p=0,05
Estimativa de e feito padronizado (valorabsoluto) Estimativa de efeito padronizado (valorabsolute)
90 dias 120 dias
Aerosil 103744 Aerosil
Kantana Xantana
Xantana®Aerosil Xantana™Aerosil
p= 10,05 p= 0,05
Estimativa de e feito padronizado (valor absoluto) Estimativa de e feito padronizado (valor absoluto)

Figura 6 - Efeito dos parametros de encapsulacdo xantana (%) e Aerosil® (%) sobre a variavel
viabilidade dos microrganismos armazenados sob temperatura de refrigeracéo (7 °C), no periodo de
até 120 dias.
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Para as microcipsulas armazenadas sob temperatura de refrigeracdo, no
periodo inicial, as concentragées de xantana e Aerosil® resultaram em efeitos isolados
positivo e negativo, respectivamente. Aos 7 dias de armazenamento, apenas o
Aerosil® individualmente apresentou efeito significativo, sendo este negativo. Aos 30
dias, houve um efeito significativo e negativo para Aerosil® individualmente e positivo
para xantana individualmente. Aos 60 e 90 dias de armazenamento, apenas o Aerosil®
apresentou efeito significativo e negativo. No periodo de 120 dias, a variavel
independente Aerosil® obteve efeito negativo individualmente, enquanto que a
xantana teve individualmente efeito positivo.

O Aerosil® é o fator com maior influéncia sobre a viabilidade dos micorganismos
microencapsulados armazenados sob refrigeracéo por 120 dias, sendo que o aumento
da concentracdo de Aerosil® na solucdo encapsulante ocasiona reducdo na
viabilidade. A xantana teve efeito menor sobre essa resposta e somente no inicio, aos
30 dias e ao final do periodo avaliado.

Na Figura 7 é mostrado o efeito das variaveis independentes xantana (%) e
Aerosil® (%) sobre a variavel viabilidade dos microrganismos no periodo de até 120

dias de armazenamento, sob temperatura ambiente.
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Inicial 7 dias

Aerosi

Xantana

Xantana Aerosil

Kantana®Aerosil
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p= 0,05 p=005
Estimativa de e feito padronizade (valor absoluto) Estimativa de e feito padronizado (valor abseluto)

30 dias 60 dias

Aerosi -1.6136 Xantana® Aerosil

Xantana
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p= 0,05 p=0 05
Estimativa de e feito padronizade (valor absoluto) Estimativa do e feito padronizado (valor abseluto)

90 dias 120 dias

Aerosil 1.57585 Xantana® &erosil 18890343
Kantana®Aerosil

Xantana

Xantana Aerosil

p= 0,05 p= 0,05
Estimativa de efeito padronizade (valer absolute) Estimativa de e feito padronizado (valor absolute)

Figura 7 - Efeito dos parametros de encapsulacdo xantana (%) e Aerosil® (%) sobre a variavel
viabilidade dos microrganismos armazenados sob temperatura ambiente (25 °C), no periodo de até
120 dias.

Para as microcapsulas armazenadas sob temperatura ambiente, no periodo
inicial e aos 7 dias de armazenamento, as concentracGes de xantana e Aerosil®
resultaram em efeitos isolados positivo e negativo, respectivamente. A partir de 30 até
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0s 120 dias de armazenamento a tamperatura ambiente, as variaveis independentes
xantana e Aerosil® ndo influenciaram na viabilidade dos microrganismos.

O resultado indica que a variacdo da concetracdo do agente encapsulante, na
faixa estudada, ndo gera efeito na protecdo dos microrganismos armazenados sob
temperatura ambiente. A maior reducdo de microrganismos é relacionada a
temperatura de armazenamento, como visualizado na Figura 4, onde a contagem de
células reduz muito no armazenamento a essa temperatura. Assim, apesar da boa
contagem, ocorre uma queda na viabilidade, independente do tratamento utilizado
para a microencapsulacéao.

Fioravante (2019) avaliou o efeito das variaveis independentes xantana Pruni
de baixa viscosidade (%) e Aerosil® (%), ambas na faixa de concentracédo de 0,19 a
2,31% sobre a viabilidade de L. acidophilus encapsulado em até 120 dias de
armazenamento, sob temperatura ambiente, refrigeracdo e congelamento. Para os
microrganismos encapsulados armazenados sob congelamento, aos 15, aos 45 e aos
60 dias, as variaveis concentracdo de xantana Pruni e Aerosil® exerceram efeito
positivo, isoladamente, aos 120 dias exerceram efeito negativo em interacdo, e, nos
demais periodos avaliados (7, 30 e 90 dias), ndo se verificou efeito para ambas. Nas
microcapsulas armazenadas sob refrigeracdo foi verificado efeito negativo da
interacdo entre concentracées de xantana e de Aerosil® aos 7 e aos 60 dias de
armazenamento, sem efeito nos demais periodos (15, 30, 45, 90 e 120 dias). A
temperatura ambiente, em nenhum dos tempos de armazenamento avaliados, houve

efeito das variaveis independentes sobre as microcdpsulas armazenadas.

5.4 Concluséo

A eficiéncia do processo de microencapsulacdo em spray dryer do probidtico L.
rhamnosus GG com xantana Pruni de baixa viscosidade pode ser considerada
extremamente satisfatéria em todos os tratamentos avaliados. A interacdo entre
xantana e Aerosil® apresenta efeito positivo na eficiéncia, sendo o maior efeito da
xantana Pruni BV. Contudo, diminui o rendimento do produto obtido, uma vez que,
para essa variavel ha efeito da interacdo das variaveis independentes, com maior
efeito negativo da xantana. Todos os tratamentos sdo capazes de manter a viabilidade

do probidtico durante o periodo analisado (120 dias), com menor prote¢cdo na
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temperatura ambiente, sendo recomendado o armazenamento até o periodo de 60
dias para o T1. Sob temperatura de congelamento e de refrigeracdo a concentracao
aos 120 dias de armazenamento € elevada, encontrando-se na faixa de 8 log UFC g
1, Para as microcapsulas armazenadas sob congelamento, ocorre efeito da interacéo
a partir de 30 dias, com maior efeito negativo do Aerosil® sobre a viabilidade dos
microrganismos microencapsulados. Sob a temperatura de refrigeracédo, o Aerosil®
apresentou efeito negativo. Ja sob a temperatura ambiente, ndo ha afeito das
variaveis sobre a viabilidade a partir de 30 dias. Os resultados obtidos demonstram
que a utilizacdo da xantana Pruni de baixa viscosidade como agente encapsulante,
no processo de secagem por spray dryer é eficiente, protegendo o probiético L.

rhamnosus GG frente as condi¢des de secagem e de armazenamento.
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Avaliacdo de microcapsulas de xantana Pruni e viabilidade de Lacticaseibacillus
rhamnosus GG encapsulado nas condi¢c@es do trato digestorio in vitro

Izadora Aimeida Perez?, Karine Laste Macagnan?, Camila Waschburger Ames?, Alain
Sourabié?, Angela Maria Fiorentini', Angelita da Silveira Moreira'24

1 Universidade Federal de Pelotas, Programa de Pés-graduacéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
2 Universidade Federal de Pelotas, Centro de Desenvolvimento Tecnol6gico

3 Empresa Procelys by Lesaffre - Maisons-Alfort, Franca

4 Universidade Federal de Pelotas, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos

RESUMO - Probiéticos sdo capazes de exercer diversos beneficios a saude, quando
consumidos em concentracdes adequadas. Entretanto, a sobrevivéncia desses
microrganismos é marcadamente reduzida sob condi¢es de digestdo humana, a qual
possui pH gastrico e elevadas concentracdes de sais biliares presentes no intestino,
além da acédo de enzimas digestivas. Assim, é importante o estudo de processos que
mantenham a viabilidade dos probiéticos frente a essas condi¢cdes, bem como ao
processamento e armazenamento dos produtos em que forem aplicados. A
microencapsulacao por spray dryer tem se revelado bastante eficiente, mas s6 é
adequada ao uso de agentes encapsulantes de baixa viscosidade. O uso de xantana
Pruni de baixa viscosidade (BV) como agente encapsulante pode ser uma solucéo,
tendo em vista que a elevada viscosidade da xantana comercial prejudica o processo
de secagem por spray dryer. Objetivou-se microencapsular o probidtico
Lacticaseibacillus rhamnosus GG em spray dryer, utilizando xantana Pruni BV como
agente encapsulante, e Aerosil® como antiagregante e realizar a caracterizagdo
funcional e tecnoldgica das microcapsulas. Para o preparo da solucao encapsulante
utilizou-se diferentes concentra¢cdes de xantana Pruni BV (0,75 a 1,75%) e do
antiagregante Aerosil® (0,45 a 1,15%), estabelecidas segundo delineamento fatorial
completo tipo 22, em dois niveis (-1, +1) e com trés pontos centrais. Elaborou-se as
microcapsulas em spray dryer utilizando as seguintes condicdes de secagem:
temperatura de entrada de ar de 110 £ 2 °C e temperatura de saida de ar 65 £ 5 °C,
vazdo de alimentacdo de 0,4 L h', pressdo do ar de secagem de 2 - 4 kgf cm? e a
vazdo de ar comprimido de 40 kgf cm™. Realizou-se andlises de cor, umidade,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e da sobrevivéncia comparada dos
microrganismos livres e encapsulados sob condicbes de digestdo simulada. Néo
houve escurecimento ndo enzimético das microcapsulas durante o processo de
secagem, obtendo-se capsulas claras, com luminosidades acima de 93,15 em todos
os tratamentos. A umidade variou de 4,84 a 6,09%, sendo que xantana e Aerosil®
individualmente tiveram efeito significativo, positivo e negativo, respectivamente. As
microcapsulas apresentaram formato esférico, com presenca de concavidades; o
tamanho de particula variou de 2,95 a 25,31 um. Os probiéticos microencapsulados
resistiram as condi¢cdes simuladas de digestdo e com isso tiveram uma maior
viabilidade na simulacdo da fase entérica, com concentracdo de 8,97 log UFC g7,
enquanto as células livres apresentaram viabilidade de 6,85 log UFC mL™. Os
resultados obtidos indicam que a xantana Pruni BV possui elevado potencial para
utilizacdo como agente encapsulante, protegendo eficazmente o microrganismo.

Palavras-chave: Probibticos. Microencapsulacdo. Cor. Umidade. Trato
gastrointestinal.
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6.1 Introducéo

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando ingeridos em
quantidades adequadas, geram diversos beneficios a saude do hospedeiro. Para que
0os beneficios ocorram, é necesséario que a concentracdo de células viaveis seja
adequada desde o processo de fabricacdo do produto, armazenamento e consumo,
devendo ainda, sobreviver ao trato digestorio (BRASIL, 2018).

O género Lactobacillus € um dos mais estudados dentre os probidticos,
incluindo cepas com elevada importancia na inddstria de alimentos. Os
microrganismos possuem formato de bastonetes que medem de 0,5-1,2 x 1,0-10 pm,
a maioria é imovel, catalase e oxidase negativas, ndo redutores de nitrato, ndo sao
formadores de esporos, de indol ou de H2S (BERGEY; HOLT, 1994; KONEMAN et al.,
2005). Recentemente ocorreu alteracdo na taxonomia de Lactobacillus, com a
reclassificacdo foram propostos novos géneros, incluindo Lacticaseibacillus (ZHENG
et al., 2020).

A sobrevivéncia dos probibticos pode ser reduzida sob as condicfes de
digestdo humana, devido ao pH gastrico e as elevadas concentracdes de sais biliares
presentes no intestino, além da acdo de enzimas digestivas. Tendo em vista que essa
barreira € um dos principais obstaculos para a sobrevivéncia desses microrganismos,
€ de suma importancia, do ponto de vista nutricional e tecnoldgico, o estudo de
técnicas que propiciem sua resisténcia e protecao frente as condi¢cdes adversas
(ANNAN; BORZA; HANSEN, 2008; KAILASAPATHY, 2009; SABIKHI et al., 2010).

Diante disso, para proporcionar um aumento da viabilidade do probidtico,
destaca-se a utilizacao de tecnologias de microencapsulacdo. A microencapsulacéo
por spray dryer € um método promissor para a protecao dos probiéticos. Consiste na
disperséo das células em uma solucao polimérica, a qual é atomizada na camara de
secagem (RAJAM; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015; SILVA et al., 2014). Nessa
técnica é necessario que o agente encapsulante seja escolhido de maneira adequada,
devendo formar uma pelicula coesa e possuir compatibilidade quimica e fisica com o
material ativo (VENKATESAN et al., 2009).

A xantana é um polissacarideo sintetizado por bactérias fitopatogénicas do
género Xanthomonas. Sua estrutura quimica é formada por uma cadeia principal de
unidades de B-D-glicose ligadas atraves de ligacao glicosidica 1-4 , as ramificacbes

sédo formadas por B-D-manose - 1,4-B-D-acido glicurénico - 1,2-a-D-manose. As
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ligacdes do tipo B da cadeia principal tornam a xantana bastante resistente a hidrolise
enzimatica e quimica. Além disso, € um polimero aniénico, por possuir substituintes
pirlvicos e acéticos em sua estrutura (GARCIA-OCHOA et al., 2000). De acordo com
Vendruscolo et al. (2013), a xantana possui capacidade de formar soluc¢des viscosas,
mesmo quando em baixas concentracdes, além de possuir estabilidade a uma ampla
faixa de pH e temperatura. Apesar de serem excelentes agentes encapsulantes,
devido a elevada viscosidade das xantanas comerciais, elas ndo sdo adequadas para
a utiizacdo como agente encapsulante Unico ou adicionado em elevadas
concentracbes em métodos que utilizam secagem por spray dryer; pois dificultam o
processo por causarem entupimento, e reduzem o rendimento devido as adesdes no
equipamento.

A xantana Pruni é produzida por Xanthomonas arboricola pv pruni, e possui
diferencas na estrutura quimica e nas propriedades reolégicas (MOREIRA et al. 2001).
Foi descoberta em 1995, pelo Grupo de Pesquisa em Biopolimeros Intra e
Extracelulares da Universidade Federal de Pelotas. Pode ter sua viscosidade
modulada em fungcdo da cepa microbiana ou dos demais parametros do processo
fermentativo. Assim, Moreira et al. (2018) utilizaram xantana Pruni de baixa
viscosidade como agente encapsulante de probidtico, em processo de secagem por
spray dryer e obtiveram excelentes resultados.

O objetivo do presente estudo foi encapsular o probiético Lacticaseibacillus
rhamnosus GG por spray dryer, utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade como
agente encapsulante e Aerosil® como antiagregante, e avaliar os parametros
tecnoldgicos cor e umidade e a morfologia das microcapsulas, bem como o parametro
funcional sobrevivéncia das microcapsulas, comparada a dos microrganismos livres,

sob condicfes de digestdo simulada.

6.2 Material e métodos
6.2.1 In6culo

Utilizou-se o microrganismo probiotico L. rhamnosus GG ATCC 53103,
produzido pela Vivera® e doado pela Procelys by Lasaffre — Maisons-Alfort, Franca.
Armazenou-se a cultura liofilizada sob congelamento. Para reativa-la, reidratou-se em

caldo MRS (De Man, Rogosa e Sharp) (Kasvi®) por 20 min e, posteriormente, realizou-
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se a semeadura em placas de Petri, contendo 4gar MRS, incubou-se as placas sob a
temperatura de 37 °C durante 72 h, sob condi¢cdo de anaerobiose.

Realizou-se o preparo de 20 placas de repiques multiplicativos contendo L.
rhamnosus e incubou-se na temperatura de 37 °C durante 72 h, sob condicdo de
anaerobiose. Ressuspendeu-se as células contidas nas placas de Petri em 5
Erlenmeyers de 500 mL, cada um contendo 200 mL de caldo MRS, incubou-se em
agitador orbital (Shaker) sob as condi¢bes de 150 rpm e 37 °C durante 22 h. A

concentracdo dos inoculos preparados variou de 8,68+0,10 a 9,75+0,03 log UFC mL"
1

6.2.2 Microcapsulas

A xantana utilizada na solugéo encapsulante foi a produzida pela cepa 101 de
Xanthomonas arboricola pv Pruni, utilizando-se condi¢cbes operacionais descritas no
pedido de patente WO/2006047845 (UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS,
2006) para obtencdo de xantana de baixa viscosidade, com modificagdo nos
componentes e suas concentra¢cdes no meio de producao de inéculo utilizando 2,5 g
L1 de extrato de levedura e 2,5 g L de peptona.

Definiu-se as concentracfes dos componentes das solucfes encapsulantes
(xantana Pruni BV e Aerosil®) através da utilizacédo de delineamento fatorial completo
tipo 22 em dois niveis (-1, +1), adicionado de trés repeticdes no ponto central, para
avaliar os efeitos das concentragées de xantana Pruni BV (0,75 a 1,75%) e de Aerosil®
(0,45 a 1,15%), totalizando 7 tratamentos (Tabela 1). Esterelizou-se as solu¢cdes em

autoclave, sob a temperatura de 121 °C, durante 15 minutos.
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Tabela 1 - Matriz do delineamento fatorial completo 22, com 3 pontos centrais (C) para definicdo dos

tratamentos (formulacdes) para a elaboracdo das microcapsulas de L. rhamnosus GG em spray dryer,

utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade (X) como agente encapsulante e Aerosil® (A) como

antiagregante.

Tratamento Niveis codificados

Niveis reais (%)

X A X A
1 -1 -1 0,75 0,45
2 +1 -1 1,75 0,45
3 -1 +1 0,75 1,15
4 +1 +1 1,75 1,15
5(C) 0 0 1,25 0,80
6 (C) 0 0 1,25 0,80
7 (C) 0 0 1,25 0,80

X: xantana Pruni BV A: Aerosil®

Para a elaboracdo das microcépsulas, centrifugou-se o inéculo em 10.000 g

durante 5 min a 4 °C para separacao das células. Apos, descartou-se o sobrenadante

e ressuspendeu-se as células do probiético no mesmo volume de solucdo

encapsulante, formando a solucéo de trabalho.

Realizou-se a secagem em spray dryer (Lab Mag®, modelo MSDi 1.0, Brasil),

nas seguintes condicdes: temperatura de entrada de ar de 110 + 2 °C e temperatura

de saida de ar 65 £ 5 °C. Introduziu-se a solucdo de trabalho na caAmara de secagem

com vazdo de alimentacgdo de 0,4 L h', presséo do ar de secagem de 2 - 4 kgf cm? e

a vazéao de ar comprimido de 40 kgf cm™.

Armazenou-se as microcapsulas probidticas em frascos hermeticamente

fechados até a realizacédo das analises.

6.2.3 Cor

Realizou-se a analise de cor em espectrofotdmetro portatil (X-Rite® 962, EUA),

com sistema de leitura CIEL*a*b* proposto pela Comission Internacionale de

I’Eclairage, em que L* representa a luminosidade (L*=0-preto e L*=100-branco) e a* e
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b* expressam a cromaticidade (+a*=vermelho e —a*=verde; +b*=amarelo e —b*=azul).
A andlise foi realizada em triplicata. Com esses parametros, avaliou-se as
coordenadas cilindricas cromaticidade (croma), pureza ou intensidade da cor
(equacéo 1), e o angulo Hue (H°) - cor propriamente dita (equacéo 2).

Equac&o 1: Croma = \/(a *2+ b *2)

Equacéo 2: Hue = arcotan (b */a *)
6.2.4 Umidade

Determinou-se o teor de umidade das microcapsulas por gravimetria, de
acordo com a metodologia da AOAC n° 968.11 (2000). Primeiramente, pesou-se as
amostras em capsulas de aluminio pré-pesadas. Colocou-se em estufa a 105 °C por
4 h, posteriormente as capsulas com as amostras foram dispostas em dessecador,
até atingirem a temperatura ambiente, e apds pesou-se novamente. As operacdes de
aguecimento e resfriamento foram repetidas (por cerca de 1 h) até a diferenca de peso

ser inferior a 0,5 mg g* de amostra. A andlise foi realizada em triplicata.

6.2.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Selecionou-se as microcapsulas obtidas por dois tratamentos representativos
e as matérias primas-primas para serem analisadas por essa técnica de microscopia.
Assim, observou-se a morfologia das microcapsulas dos tratamentos T2 (maior teor
de xantana) e T3 (maior teor de Aerosil®), bem como da xantana e do Aerosil® puros,
em um microscopio eletrénico de varredura (Jeol®, modelo JSM - 6610LV, Japdo) a
uma tensdo de 15 kV. Avaliou-se as microcapsulas do T2 quanto ao tamanho médio
de particula medindo-se o diametro de 50 particulas utilizando o software ImageJ®
(KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2004).

6.2.6 Sobrevivéncia do probiotico livre e encapsulado sob as condi¢cdes de

digestdo simulada

A andlise de sobrevivéncia do probidtico encapsulado, sob as condi¢des de

digestdo simulada foi realizada com o T2, tratamento que ofereceu a segunda maior
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eficiéncia no encapsulamento e um dos melhores rendimentos. A metodologia
utilizada foi de acordo com Castelli (2011), modificada por Fioravante (2019) quanto
aos periodos de coleta. Para avaliar a resisténcia do probiotico encapsulado e livre as
condicbes de digestao simulada, incubou-se 1 g de amostra para simular a peristalse;
as condi¢des foram 37 °C a 150 rpm. Simulou-se a fase gastrica em Erlenmeyer de
125 mL contendo 9 mL de solucgédo (6,2 g L' de NaCl, 2,2 g L' de KClI, 0,22 g L de
CaClz e 1,2 g Lt de NaHCO:3) acidificada a pH 2 com HCI 0,1 M e suplementada com
1 mg mL*? de pepsina. Retirou-se aliquotas dessa solucdo apés 0,5, 1 e 2 h para
determinar os microrganismos viaveis através de diluicbes decimais seriadas
seguidas de semeadura em agar MRS. Para avaliar a resisténcia as condi¢cdes
simuladas na fase entérica, na mesma solucao, de forma subsequente, suplementou-
se com 1 mg mL* de pancreatina e 0,2% de sais biliares e ajustou-se o pH em 8 com
NaOH 0,1 M; retirou-se aliquotas dessa solucdo apés 3, 4, 5 e 6 h para determinar
0S microrganismos presentes através de diluicbes seriadas seguidas de

plagueamento. A analise foi realizada em triplicata.

6.2.7 Anélise estatistica

Analisou-se os efeitos das variaveis independentes concentracdo de xantana
Pruni BV e Aerosil® em relacdo a cor e umidade pelo teste ANOVA usando o
programa Statistica 7.0® para Windows. O valor de p<0,05 foi considerado
significativo. A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para verificar a influéncia de
cada parametro investigado na fungcdo resposta. O teste-t e o P-valor foram
empregados para avaliar a significancia dos parametros. P-valor < 0,05 expressa
efeito significativo no intervalo de confianca de 95%. Os efeitos estimados
padronizados que cada variavel exerce na resposta avaliada foram descritos através
de gréfico de Pareto.

Avaliou-se as médias dos resultados da analise do trato gastrointestinal
simulado e analisou-se estatisticamente pelo teste de Tukey p<0,05 no programa
Statistix 9% para Windows. Gerou-se o gréafico pelo programa GraphPad Prism 9. Além
disso, analisou-se os efeitos das variaveis independentes (xantana e Aerosil®) em
relacédo a cor e umidade pelo teste ANOVA usando o programa Statistica 7.0, p<0,05

foi considerado significativo.
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6.3.1 Anélise de cor
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Os resultados referentes a analise das coordenadas de cor (parametros L* a*

b*) das microcapsulas sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros colorimétricos no sistema CIEL*a*b* das microcapsulas probitticas nos

tratamentos variando a concentragdo de xantana Pruni BV e Aerosil®.

Tratamento L* a* b* °Hue Croma

1 93,67+0,06 0,37+0,01 8,59+0,01 87,53+0,06 8,60+0,01
2 95,69+0,01 0,063+0,02 8,87+0,01 89,59+0,14 8,87+0,01
3 93,15+0,02 0,39+0,01 8,15+0,02 87,26+0,11 8,16+0,02
4 94,38+0,03 0,33+0,01 7,96+0,01 87,60+0,09 7,97+0,01
5 94,68+0,03 0,44+0,02 8,81+0,09 87,14+0,08 8,39+0,004
6 94,71+0,01 0,42+0,01 8,11+0,01 87,04+0,09 8,33+0,03
7 94,75+0,02 0,43+0,02 8,32+0,03 87,04+0,14 8,11+0,01

Aerosil® 91,87+0,02 1,07+0,00 -4,84+0,01 347,53+0,01 24,57+0,01

Xantana 90,21+0,02 -0,08+0,01 13,96+0,00 90,33+0,01 13,96+0,01

Pruni BV

L*: luminosidade; a*e b*: cromaticidade
Média de 3 repeti¢bes + desvio padrao.

Os valores de a* e b* verificados para todos os tratamentos sdo positivos e

estédo abaixo de 10, indicando tons de bege, com nuances avermelhadas, segundo o

grafico de cores do sistema CIEL*a*b* para comunicacao e expressao de cor.

Pode-se observar cores claras (L*), com cromaticidade predominante do

amarelo (b*) em relacdo ao vermelho (a*) para todos os tratamentos. Embora o
Aerosil® tenha cromaticidade tendendo ao azul (-b*) e ligeiramente ao vermelho (a*),
0 mesmo nao interferiu na cromaticidade das capsulas, cuja predominancia de
amarelo deve-se, provavelmente, a xantana, para a qual os valores de b* sdo maiores,
ou seja, predomina a cromaticidade amarela. Os valores obtidos para °Hue
correspondem a amarelo claro, de baixa intensidade tendo em vista os baixos valores

de croma.
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Os resultados de L* (luminosidade) foram bastante elevados, variando de 93,15
a 95,69. O Aerosil® e a xantana tiveram resultados de 91,87 e 90,21, respectivamente.
Os valores L* préximos a 100 indicam cores claras, o que é algo desejavel para as
microcapsulas, para que as mesmas nao interfiram nas caracteristicas colorimétricas
de um produto alimenticio onde venham a ser adicionadas.

Fioravante (2019) avaliou a cor de céapsulas de Lactobacillus acidophilus
microencapsulado com xantana Pruni e Aerosil® em spray dryer e obteve valores de
L* que variaram de 95,01 a 96,75. Segundo a autora, valores elevados de
luminosidade indicam a auséncia de escurecimento ndo enzimatico durante a
producdo das microcapsulas.

Castro-Cislagh (2012) microencapsulou Bifidobacterium Bb-12 em spray dryer,
utilizando uma temperatura de entrada de 150 °C e uma temperatura de saida de 50-
60 °C, utilizando soro de leite como agente encapsulante. O valor obtido para
luminosidade foi de 85,96, inferior aos obtidos neste estudo, ja os parametros a* e b*
foram de 0,95 e 11,42, respectivamente, ambos superiores aos do presente estudo.
As microcapsulas apresentaram altos valores de a* e b*, indicando predominancia das
cores vermelha e amarela, respectivamente. Segundo os autores, iSso pode ser
devido a reacdo de Maillard entre aclcares redutores e proteinas, que pode ter
ocorrido durante a microencapsulacdo por spray dryer, sendo tipica no material
encapsulante utilizado e indesejavel para a aparéncia do produto.

De acordo com Aryana e McGrew (2007), a cor do produto € influenciada pelos
componentes utilizados. No caso das microcapsulas, existe a tendéncia de que o tipo
e a concentracdo dos agentes encapsulantes utilizados influenciem nos parametros
de cor. Na Figura 1 pode-se observar o efeito das varidveis independentes xantana

Pruni BV (%) e Aerosil® (%) sobre a variavel resposta cor.
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L* a* b*

Xantana 46,718 Xantana 183 Aetosi 67911

Aerosil 203544 Aerosl (05 XantanaAerosd - 65421

Xantana'Aerosil 11,7604 Xantana'Aetosd 123 Xantana (1262742

p=0,05 005 p=005
Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto) Estimativa do efeito padronizado (valor absokuto) Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

Figura 1 - Efeito dos parametros de encapsulacéo xantana Pruni BV (%) e Aerosil® (%) sobre a cor (L*,

a*, b*) das microcapsulas.

Na Figura 1 verifica-se efeito negativo significativo (p<0,05) da interagéo entre
xantana Pruni BV (%) e Aerosil® (%) na luminosidade, e positivo na coordenada a*
das microcapsulas, com maior influéncia da xantana em ambos os casos. Os
resultados indicam que na combinacdo das variaveis, o efeito da xantana na
luminosidade das capsulas é maior quando a concentracdo de Aerosil® é fixada no
minimo valor da faixa estudada, resultando em maior luminosidade, relacionado a
cores mais claras.

O parametro a* teve efeito da interacdo das variaveis e o fator preponderante
foi concentragcdo xantana. O efeito da xantana é menor sobre a* quando Aerosil® é
usado em maior quantidade. O efeito da xantana explica que quanto mais xantana,
menor o0 a*, ou seja, menos vermelho. Entretanto, a cormaticidade vermelha néo é
predominante nas cépsulas (Tabela 2).

O agente encapsulante e o antiagregante nao tiveram efeito sobre a

coordenada de cromaticidade b* das microcapsulas de probiotico L. rhamnosus GG.

6.3.2 Anélise de umidade

Os resultados referentes a umidade (%) das microcapsulas, em cada

tratamento, estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados de umidade (%) das microcapsulas nos diferentes tratamentos, variando a

concentracao de xantana Pruni BV e Aerosil®.

Tratamentos Umidade (%)
T1 4,91+0,02
T2 6,09+0,03
T3 4,84+0,04
T4 5,74+0,04
T5 5,34+0,09
T6 5,32+0,12
T7 5,25+0,07

Média de 3 repeticdes * desvio padrao.

A umidade das microcapsulas variou de 4,84 a 6,09%. Essa é uma andlise de
extrema importancia, tendo em vista que € um parametro que tem influéncia em
relacdo a estabilidade das microcapsulas durante o periodo de armazenamento. De
acordo com Riveros (2009), o ideal € que as microcapsulas apresentem umidade
inferior a 10%, assim, os resultados encontrados no presente estudo sado adequados.

Além da composicdo da solucdo encapsulante, os parametros operacionais
utilizados no spray dryer durante a secagem, principalmente a temperatura de entrada
e de saida do equipamento, influenciam diretamente no teor de umidade do pé
(AVILA-REYES et al., 2014). Hernandez-Lopez et al. (2018) microencapsularam o
microrganismo probidtico Lactobacillus pentosus em spray dryer, variando a
temperatura de entrada de 92 a 148 °C e utilizando uma mistura de amido e pulque
(bebida alcodlica mexicana) como agente encapsulante, e a concentracao de sélidos
totais na solucao entre 24 e 31%. De acordo com os autores, o teor de umidade foi
reduzido com o aumento da temperatura de secagem, variando de 2,0% com a
utilizacéo de 140 °C a 3,7% com a temperatura de 92 °C. Além disso, a concentracéo
de 25% de sodlidos totais na solugédo encapsulante resultou no menor teor de umidade.

Entretanto, é importante salientar que a sobrevivéncia do microrganismo
encapsulado ap6s a secagem por spray dryer esta diretamente relacionada as
temperaturas de entrada e saida do equipamento, sendo que temperaturas mais
baixas, apesar de resultarem em um maior teor de umidade, aumentam a viabilidade
do microrganismo (GARDINER et al., 2000).
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llha et al. (2015) microencapsularam Lacticaseibacillus paracasei com leite
desnatado reconstituido e soro de queijo, em spray dryer, utilizando temperatura de
entrada de 160 °C e temperatura de saida de 55-60 °C. O teor de umidade obtido
variou de 4,30 a 4,77 % o que, segundo os autores, pode ser explicado pelo fato da
temperatura de saida ter sido utilizada na faixa de 55 a 60 °C, sendo esta uma
temperatura relativamente baixa, em comparacao a outros estudos. De acordo com
Riveros (2009), é desejavel que as condicbes de operacdo do spray dryer sejam
definidas, de modo a atingir temperaturas de saida préximas a 60 °C, afim de garantir
viabilidade dos microrganismos e a obtencdo de um produto com menos de 10% de
umidade.

Além das condi¢cdes do equipamento, as caracteristicas hidrofilicas e a
concentracdo do material encapsulante influenciam o teor de umidade final dos
encapsulados (AVILA-REYES et al., 2014). Na Figura 2 pode-se observar os efeitos
das variaveis xantana Pruni BV (%) e Aerosil® (%) sobre a umidade das

microcapsulas.

Xantana [ 22,004

Aerosil | -4,44368
Xantana®Aerosil | -2,96245
p=0.05

Estimativa de efeito padronizado (valor abseoluto)

Figura 2 - Efeito dos parametros de encapsulacdo xantana Pruni BV (%) e Aerosil® (%) sobre a umidade

(%) das microcapsulas.



90

As variaveis independentes xantana e Aerosil®, individualmente, apresentaram
efeito significativo (p<0,05) positivo e negativo, respectivamente. Esse resultado indica
gue o aumento da concentracdo de xantana e reducédo na concentracdo de Aerosil®
na solucdo encapsulante, dentro da faixa estudada, induzem a maior umidade na
capsula. Assim, a utilizagcdo de concentracdes mais elevadas do antiagregante
Aerosil® reduz a umidade devido a sua acédo dessecante que reduz a absorcdo de
agua pelo encapsulado. O maior efeito foi da xantana, sendo o efeito do Aerosil®
secundario.

As xantanas sdo polissacarideos muito hidrossolaveis e higroscopicos
(BERNINGER et al., 2021). Entretanto, a adicdo do agente dessecante Aerosil® a
solucéo encapsulante no presente trabalho permitiu a obtencdo de encapsulados com
faixa de umidade menor que muitos dos encapsulados aqui mencionados. Ademais,
comparativamente, xantana Pruni de baixa viscosidade proporciona encapsulados
com menor umidade que xantana Pruni de alta viscosidade.

Fioravante (2019) avaliou a umidade de microcapsulas elaboradas em spray
dryer com L. acidophilus utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade e Aerosil®
como agente encapsulante, com concentra¢cbes de 0,19 a 2,31% para ambos 0s
componentes. Obteve resultados que variaram de 2,0 a 6,51%,; entretanto, as
variaveis independentes xantana e Aerosil® ndo apresentaram efeito significativo
sobre a umidade.

Rajam e Anandharamakrishnan (2015) microencapsularam Lactiplantibacillus
plantarum (MTCC 5422) utilizando fruto-oligossacarideo combinado com isolado de
proteina de soro de leite ou isolado de proteina de soro de leite desnaturado. A
microencapsulacéo foi realizada com propor¢des de 1:1 e 1:1,5 entre o nucleo e o
material encapsulante. A relacdo nucleo-material encapsulante de 1:1,5 resultou em
maior teor de umidade do que a propor¢cao 1:1. Segundo os autores, 0 aumento da
concentracdo de material encapsulante facilita a formacado de aglomerados, o que
causa reducéo na difusdo do vapor de agua do interior da particula para a superficie.
Os resultados obtidos variaram de 5,52 a 9,47%, sendo significativamente
influenciado pela composicédo e concentracdo da solucdo encapsulante. A auséncia
de dessecante justifica os valores mais elevados.

Liu et al. (2018) utilizaram as condi¢cbes de temperatura de entrada de 170 °C

e temperatura de saida de 80 °C em spray dryer para microencapsular Lactobacillus



91

zeae LBL1 utilizando solucéo encapsulante contendo alginato de sédio (AG), caseinato
de sodio (NaCas) ou isolado de proteina de soja. O teor de umidade variou de 4,30
para microcapsula com caseinato de sodio a 11,84 para microcapsula com alginato
de sddio. O fato das microcapsulas elaboradas com proteinas terem apresentado
conteddo de umidade significativamente mais baixo, em comparagdo com
microcdpsulas de alginato, pode ser atribuido a natureza menos hidrofilica dessas
duas proteinas em comparacdo com o polissacarideo. Materiais mais hidrofilicos

dificultam a evaporacdo das moléculas de agua durante secagem.

6.3.3 Analise de Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A andlise de microscopia eletrdnica de varredura foi realizada nos Tratamentos
T2 (1,75% de xantana e 0,45% de Aerosil®) e T3 (0,75% de xantana e 1,15% de
Aerosil®). As microcapsulas referentes ao T2, com xantana no maior nivel,
apresentaram formato esférico, com presenca de concavidades. Ja as do T3, com
Aerosil® no maior nivel, apresentaram-se no mesmo formato, sendo que nem todas
apresentaram concavidade, como pode-se observar na Figura 3. N&o foram
observados nenhum tipo de fissuras ou rupturas, o que, de acordo com llha et al.
(2015), indica que as microcapsulas se encontram com boa integridade estrutural,
sugerindo uma baixa permeabilidade a gases, o que é importante para a protecao dos
microrganismos. Segundo Saénz et al. (2009), a formacdo de concavidades na
superficie das microcapsulas pode ser atribuida ao encolhimento das particulas
durante o processo de secagem devido a rapida evaporacdo da agua contida nas

goticulas.
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Figura 3 - Micrografias obtidas através de Microscopia Eletrénica de Varredura. A e B correspondem
ao T2 com ampliacdo de 1000 e 3000 vezes, respectivamente; C e D correspondem ao T3 com
ampliacao de 1000 e 3000 vezes, respectivamente; E corresponde a xantana com ampliacdo de 1000

vezes; F corresponde a silica pirogénica com ampliagdo de 20000 vezes.

As concavidades sao tipicas de produtos atomizados. Porém, dependem das
temperaturas de secagem utilizadas; de maneira geral, temperaturas moderadas
causam concavidades na superficie, as quais conferem as microcapsulas obtidas
resisténcia mecanica e difusdo do soluto. A extensdo da presenca dessas
concavidades ainda depende do agente encapsulante utilizado e de sua concentracao
(LIAN et al., 2002; RODRIGUEZ-HUEZO et al., 2007; TRINDADE et al., 2010).

O tamanho de particula foi avaliado apenas no T2 (1,75% de xantana e 0,45%
de Aerosil®) e variou de 2,95 a 25,31 um. De acordo com Champagne e Fustier (2007),
microcapsulas de tamanho elevado podem afetar a textura dos alimentos em que
foram aplicadas, o ideal € que o diametro seja inferior a 100 um para a maioria das
aplicacfes. Assim, o tamanho das microcapsulas obtidas encontra-se na faixa ideal.

Maciel et al. (2014) microencapsularam L. acidophilus La-5 em spray dryer com
temperaturas de entrada e saida de 180 e 85-95 °C, respectivamente. Utilizando

solugdes encapsulantes contendo 30% de leite em p6 desnatado ou soro de leite em
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p6 doce, e obtiveram medida de particula em torno de 13,02 um para soro de leite em
p6 doce e 12,86 um para leite em pé desnatado.

llha et al. (2015) microencapsularam Lacticaseibacillus paracasei com leite
desnatado reconstituido e soro de queijo, em spray dryer, utilizando temperatura de
entrada de 160 °C e temperatura de saida de 55-60 °C. Nesse estudo, o formato das
microcapsulas foi bastante semelhante ao do presente estudo, com superficie externa
arredondada e de varios tamanhos, contendo concavidades ou achatamentos tipicos
de produtos atomizados. O tamanho das capsulas foi de 10,96 + 2,81 um. Os autores
também néo observaram rupturas ou bactérias livres ao redor da céapsula.

Rajam e Anandharamakrishnan (2015) microencapsularam Lactiplantibacillus
plantarum (MTCC 5422) utilizando fruto-oligossacarideo combinado com isolado de
proteina de soro de leite ou isolado de proteina de soro de leite desnaturado. Assim
como no presente estudo, obtiveram uma elevada variagdo de tamanhos das
microcapsulas, variando de 6,68 pm a 23,89 um de didametro. As microcapsulas com
uma concentracdo superior de agentes encapsulantes possuiram tamanho de
particula superior. De acordo com os autores, o tamanho das microcapsulas e sua
distribuicdo sao propriedades fisicas importantes que afetam diretamente sua
aplicagdo em alimentos.

Comparativamente, a xantana Pruni BV foi usada em concentragcdo menor que
0s agentes encapsulantes utilizados nos estudos aqui citados. A eficiéncia de um
encapsulante é inversamente proporcional a concentracdo necessaria. Entretanto,
devido a baixa viscosidade em relacdo as xantanas comerciais, de alta viscosidade,
pode ser utilizada em maiores concentracdes, que pode refletir em maior preservagao

do probidtico.

6.3.4 Andlise da sobrevivéncia do probidtico livre e encapsulado sob as

condi¢cdes de digestao simulada

Na Figura 4 esta sendo mostrada a concentracdo de microrganismos

probioticos livres e microencapsulados, sob condicbes de digestdo simulada.
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Figura 4 - Concentracdo (log UFC g?') do microrganismo L. rhamnosus GG viaveis livres e

microencapsulados, submetidos a digestao simulada ao longo de 6 h.

A concentracdo inicial dos probidticos viaveis livres e encapsulados
adicionados foi de 9,62 log UFC g'e 9,10 log UFC g?, respectivamente. Na fase
gastrica, submetidos a pH 2,0 e a presenca da enzima pepsina, ocorreu uma reducao
média de 1,12 ciclos logaritmicos para as células livres. Ja para as células
encapsuladas, a reducéo foi de 1,52 ciclos logaritmicos em relagdo a concentracéo
inicial, o que ndo implica necessariamente em perda de viabilidade, mas em capsulas
ndo dissolvidas, uma vez que essas devem liberar o seu conteudo preferencialmente
em pH alcalino, no intestino. Nas células livres a viabilidade foi decrescendo ao longo
do periodo de coleta, iniciando com 8,37 log UFC g na fase gastrica e finalizando
com 6,85 log UFC g! na fase entérica, com reducédo total de 2,77 ciclos logaritmicos,
em relacdo a concentracao inicial. JA& com o probiético encapsulado, ocorreu o
contrario, o nimero de calulas vidveis aumentou devido a liberacdo crescente da
microcapsula, aumentando significativamente a partir de 4h, sendo esse periodo
referente as condi¢gBes entéricas simuladas. A viabilidade na primeira coleta foi de
7,70 log UFC g e na ultima foi de 8,97 log UFC g. O pico de liberagéo do contetdo
das microcapsulas ocorreu na coleta de 6 h e a redugcéo em relacdo a concentracéo
inicial, foi de apenas 0,13 log UFC g'. Comparativamente, os probi6ticos
encapsulados tiveram viabilidade final, apés 6 h, de 98,57%, e as células livres de
71,21% (Tabela 1 — Apéndice A).
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Fioravante (2019) avaliou a resisténcia as condi¢des de digestdo simulada de
L. acidophilus microencapsulado utilizando xantana Pruni de baixa viscosidade ou
xantana comercial (Farmaquimica®) e Aerosil® como agente encapsulante, nas
proporcdes de 1,25% e 0,19%, respectivamente. A xantana Pruni demonstrou um
melhor resultado, com viabilidades superiores na maioria dos periodos de coleta,
inclusive na fase entérica, que é o mais desejavel; no final do periodo de avaliagdo a
viabilidade foi em torno de 7 log UFC g nos dois tratamentos, resultados inferiores
aos obtidos no presente estudo. O que pode ser devido a concentracdo do agente
encapsulante utilizado, que é superior neste trabalho, e também devido ao
microrganismo utilizado.

Maciel et al. (2014) avaliaram a resisténcia de L. acidophilus La-5
microencapsulado em spray dryer utilizando leite em p6 desnatado ou soro de leite
em po doce como agentes encapsulantes, sob as condi¢des de digestado simulada, e
compararam com as células livres do mesmo probidtico. Assim como no presente
estudo, a sobrevivéncia do microrganismo microencapsulado foi significativamente
maior em comparacdo com microrganismos livres, no final das condicGes
gastrointestinais simuladas. No final do processo a viabilidade do microrganismo
encapsulado com soro de leite doce e com leite em p6 desnatado foi de 5,97 e 6,92
log UFC g, respectivamente, enquanto para as células livres foi de 3,08 log UFC g*.
Segundo os autores, a resisténcia do probidtico as condicGes gastrointestinais, além
de ser dependente da cepa bacteriana, depende da técnica de microencapsulacao e
do tipo de agentes encapsulantes utilizados.

Nunes et al. (2018) avaliaram a sobrevivéncia de L. acidophilus La-5 e
Bifidobacterium Bb-12 microencapsulados em spray dryer, utilizando goma arébica (8
g), maltodextrina (2 g), glicerol (1,9 mL) e tween 80 (0,1 mL) como agentes
encapsulantes submetidos as condi¢Bes de digestdo simuladas. Inicialmente, com a
simulacdo da fase gastrica houve uma reducédo de 3,58 log UFC g'! para as
microcapsulas de L. acidophilus e de 2,85 log UFC g para Bifidobacterium, em
comparacao a contagem inicial. Quando em contato com sais biliares e pH mais
elevado, foi observado um aumento do numero de células viaveis. No final do periodo
da analise, as microcapsulas de L. acidophilus apresentaram uma concentracao de

8,62 log UFC g%, enquanto as de Bifidobacterium 6,34 log UFC g, com reducéo de
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1,72 e 2,04 log UFC g, respectivamente, em relacdo a concentracdo inicial, sendo
essas reducdes superiores a do presente estudo.

Gul (2017) avaliou a resisténcia as condicbes de digestdo simulada de
Lacticaseibacillus casei Shirota livre e microencapsulado em spray dryer utilizando
combinacdes de maltodextrina, leite desnatado reconstituido e goma ardbica como
agentes encapsulantes. A viabilidade das células livres foi completamente perdida
apos o periodo de 1 h em condi¢cdes gastricas simuladas, sob pH 2,0. No final do
periodo de exposicao, a reducdo dos microrganismos encapsulados variou de 17,83%
a 61,59%, indicando que o tipo de agente encapsulante utilizado influncia diretamente
na prote¢cdo do microrganismo e na sua sobrevivéncia as condi¢bes de digestdo
simulada. No presente estudo, a reducéo foi bastante inferior, a utilizacdo de xantana

Pruni BV como agente encapsulante proporcionou uma reducéo de apenas 1,43%.

6.4 Concluséo

A xantana Pruni de baixa viscosidade possui adequabilidade satisfatéria quanto
aos parametros tecnoldgicos e funcionais para utilizacdo como agente encapsulante
de probidtico. Os encapsulados tiveram tons claros (L*), com cromaticidade
predominante do amarelo (b*), em relacdo ao vermelho (a*) para todos os
tratamentos. Todos os tratamentos geraram pds com baixa umidade, préxima a 5%.
As variaveis independentes xantana Pruni de baixa viscosidade e Aerosil®
apresentaram, individualmente, efeito significativo positivo e negativo,
respectivamente, sobre a variavel resposta umidade, sendo o maior efeito da xantana.
Observou-se nas microcapsulas formato esférico, com presenca de concavidades e
com tamanho de particula que variou de 2,95 a 25,31 um. Funcionalmente, as
microcapsulas apresentam comportamento adequado, ocorrendo baixa liberagcdo nas
condic¢des gastricas acidas e aumento da liberagdo nas condigbes entéricas alcalinas,
garantindo protecdo ao probidtico. Probibticos encapsulados tiveram viabilidade final

superior, em relacdo as células livres.
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Leuconostocaceae. International Journal od Systematic and Evolutionary
Microbiolgogy, v. 70, p. 2782—-2858, 2020.
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7 Consideracgdes finais

O processo de microencapsulacdo de Lacticaseibacillus rhamnosus GG, nas
condicbes utilizadas, mostra-se satisfatério. A utilizacdo de xantana Pruni de baixa
viscosidade como agente encapsulante e Aerosil® como antiagregante proporcionam
uma elevada eficiéncia em todas as formulagfes avaliadas, alcancando até 99,31%.
A temperatura de armazenamento é um fator relevante na viabilidade dos
microrganismos, com reducfes superiores nas microcapsulas armazenadas sob
temperatura ambiente. Sob as temperaturas de refrigeracdo e congelamento, a
viabilidade é elevada até os 120 dias de armazenamento, mantendo-se em torno de
8 log UFC g.

As microcapsulas analisadas - T2 e T3 - possuem formato esférico, com
presenca de concavidades e com tamanho de particula variando de 2,95 a 25,31 um,
sendo este tamanho adequado para posterior aplicagdo em matriz alimentar. O
microrganismo L. rhamnosus GG microencapsulado com xantana Pruni de baixa
viscosidade na concentracdo de 1,75% e com 0,45% do antiagregante Aerosil®,
resiste ao trato digestorio e tem uma maior viabilidade na porgcdo entérica com
concentragdo de 8,97 log UFC g%, enquanto as células livres apresentaram viabilidade
de 6,85 log UFC g*.

Os resultados obtidos demonstram que a utilizacdo da xantana Pruni de baixa
viscosidade como agente encapsulante, no processo de secagem por spray dryer, é
eficiente para a protecdo dos probidticos e proporciona parametros tecnoldgicos
desejaveis em microcapsulas.

Como perspectivas futuras, objetiva-se aplicar as microcapsulas probioticas em
uma matriz alimentar de origem n&o lactea, avaliando a viabilidade dos
microrganismos ao longo do periodo de armazenamento, bem como verificar a

aceitacao do produto.
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Apéndice A — Resultados de concentracao dos probidticos vidveis nas microcdpsulas
e nas células livres (log UFC g?) submetidos as condicdes de digestdo simulada.

Tabela 1 — Concentragdo dos probidticos viaveis nas microcapsulas e nas células livres (log UFC g?)

submetidos as condi¢c8es de digestdo simulada.

Células livres Células

Tempo (h) (log UFC g} encapsulad_?s
(log UFC g™)

0 9,622+ 0,53 9,10%2+ 0,18
0,5 8,37A¢ + 0,39 7,708° + 0,11
1 8,404 + 0,35 7,818 + 0,12
2 8,487 + 0,44 7,58B0 + 0,20
3 8,237bcd + 0,03 7,838+ 0,11
4 7,598cde + 0,01 8,832 £ 0,05
5 7,388% + 0,06 8,94%2 + 0,04
6 6,858 + 0,09 8,972 + 0,03

Médias de trés repeticdes + desvio padrao; letras mailsculas e mindsculas diferentes indicam diferenca
estatistica em relagéo ao tratamento (linha) e ao tempo (coluna), respectivamente, pelo teste de Tukey
p<0,05.



