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1 Introducao
Alimentos contendo microrganismos probiéticos aumentaram nos ultimos

anos, em virtude da preocupagao dos consumidores com dietas saudaveis e
bem-estar. Em virtude disso, aumenta o interesse por isolamento de novas
espécies bacterianas como bactérias acido laticas (BAL), visando obter
microrganismos melhores adaptados as condigdes intrinsecas e extrinsecas,
alguns deles com potencial tecnoldgico e até mesmo probiotico (MANINI et al.,
2016; HUANG et al., 2017).

Nesse contexto, BAL representam o principal grupo de microrganismos
utilizados em processos fermentativos na industria de alimentos, em todo o
mundo. Estas também sado exploradas por suas propriedades probidticas,
conferindo efeitos benéficos ao hospedeiro ou melhorando seu equilibrio
intestinal (ARAYA et al., 2002; MANINI et al., 2016). Consiste em uma variedade
de géneros incluindo, mas nao limitado, Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Enterococcus (HILL et al., 2017).
Cabe ressaltar que os efeitos benéficos dos probidticos sdo cepa dependente,
assim como diretamente relacionados a concentracdo e a viabilidade das
bactérias ingeridas (DIANAWATI; MISHRA; SHAH, 2016).

Deve-se considerar ainda que os probidticos para serem aplicados em
produtos comerciais devem apresentar propriedades tecnolégicas como a
capacidade de cultivo em escala industrial, viabilidade e estabilidade ao
armazenamento (SARAO; ARORA, 2017). No entanto, ainda ha problemas com
respeito a baixa viabilidade de bactérias probidticas em produtos lacteos
fermentados incluindo acidez titulavel, pH, perdxido de hidrogénio, conteudo de
oxigénio dissolvido, temperatura de armazenamento e a concentragéo de acido
latico e acético (TC, 2017; ANAL; SINGH, 2007).

Em virtude da baixa estabilidade e facil degradacao dos probiéticos por
fatores ambientais e de processamento, além do crescente interesse na busca
de novas matrizes alimentares, com caracteristicas fisico-quimicas distintas, a
técnica de microencapsulagdo surge como uma alternativa para a produgao de
microcapsulas com alta eficiéncia para aplicagdo em alimentos (GRANATO et
al., 2019; PEANPARKDEE; IWAMOTO; YAMAUCHI, 2016).
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A microencapsulagcdo de células dentro de uma matriz encapsulante
surgiu como uma alternativa para protecdo de probidticos, fornecendo um
microambiente propicio para o microrganismo, aumentando sua viabilidade e
possibilitando a liberagao controlada de células no trato intestinal. A tecnologia
de encapsulagdo € uma das maneiras mais eficazes de proteger os probioticos
durante o processamento e armazenamento subsequente (OZYURT; OTLES,
2014).

A técnica de secagem por atomizag&o € um dos processos mais utilizados
na industria, tendo em vista a alta reprodutibilidade e baixo custo. Esse método
consiste na atomizagdo de um liquido ou de uma suspensado na camara de
secagem, levando a formacao de particulas secas ao final do processo (MARTIN
et al., 2015). A fim de minimizar a morte celular, os efeitos dos paradmetros de
secagem devem ser bem compreendidos (entrada e saida de ar, vazao de ar,
umidade relativa, tempo de permanéncia, agentes protetores) com intuito de
otimizar o processo e assegurar a sobrevivéncia das bactérias (DAS et al., 2014).

Outro fator de extrema importancia na garantia da viabilidade da bactéria
encapsulada é a escolha do material de parede. Sistemas baseados no uso de
agucares, polissacarideos, proteinas ou a combinagdo deles, sdo utilizados
durante o processo de secagem por atomizacgao, a fim de otimizar a protecao de
microrganismos contra ambientes adversos (DIANAWATI; MISHRA; SHAH,
2016). O soro de queijo apesar de ser o principal poluente da industria de
laticinios, possui um alto valor nutricional contendo proteinas de alto valor
bioldgico, e por conta das suas caracteristicas tem demonstrado bons resultados
na microencapsulagao de probidticos (CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013;
ECKERT et al., 2017). Considerando que um dos recentes esfor¢os na area de
alimentos é o uso de matrizes encapsulantes funcionais, o uso de prebidticos
como a inulina, surge como um grande apelo na formagado de microcapsulas
simbidticas (ZABOT et al., 2016).

Dessa forma, produtos alimentares inovadores com propriedades
sensoriais melhoradas tém atraido o interesse da industria de alimentos,
especialmente em funcdo da crescente demanda por alimentos seguros e
funcionais (YERLIKAYA, 2014). Para isso, garantir a viabilidade dos probidticos
nessas matrizes alimentares depende em grande parte da composigao

nutricional e fisico-quimica, dos processos de fabricacdo e das condigdes de



14

estocagem (MIN et al., 2017). Portanto, torna-se indispensavel o dominio sobre
as tecnologias empregadas na sua produgao sendo um grande desafio para os
setores da industria e da ciéncia (HOMAYOUNI, et al., 2012).

Alguns trabalhos relatam a aplicagdo de microcapsulas contendo
bactérias probidticas em matrizes alimentares utilizando diversos materiais de
parede como extratos vegetais, alginato e 6leos (ENDO, TERASJARVI, &
SALMINEN, 2014; PRASANNA & CHARALAMPOPOULOS, 2018; AMAKIRI
&THANTSHA, 2016). No entanto, ndo ha estudos que referem o uso de
microcapsula simbidtica contendo soro de queijo e inulina como material
encapsulante aplicada em matrizes alimentares apresentando como
caracteristicas a alta viabilidade celular quando submetida a passagem pelo trato
gastrointestinal simulado e alta resisténcia térmica.

A presente pesquisa faz parte do projeto institucional da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel): Lactococcus lactis subsp. lactis RY7:
microencapsulagdo e aplicagdo de microcapsulas da bactéria em matriz
alimentar (COCEPE-10247). A bactéria utilizada pertence a cole¢ao de bactérias
do Laboratorio de Nutrigendbmica e Metabologia da Faculdade de Nutricdo
(UFPel). Lactococcus lactis subsp. lactis R7 foi isolado de queijo ricota e esta
depositado no GenBank (KF879126). A execugao da pesquisa foi desenvolvida
no Laboratério de Tecnologia de Bioprocessos pertencente ao Centro de
Desenvolvimento Tecnologico (CDTec)-UFPel.

Os resultados obtidos estao apresentados na forma de capitulos os quais
abordam: Capitulo | - Microencapsulagao de L. lactis R7 utilizando soro de queijo

e inulina por spray drying; Capitulo Il e Apéndice — conteudo sigiloso.
2 Revisao Bibliografica

2.1 Bactérias Acido Laticas

Bactérias acido laticas (BAL) sdo um grupo de microrganismos Gram-
positivos, ndo formadores de esporos, catalase negativos e tolerantes aos baixos
pH. Possuem temperaturas de crescimento entre 30 e 42 °C para espécies
mesofilas e termdfilas, respectivamente, podendo apresentar-se na forma de
cocos ou bacilos (SABO et al., 2014). Os géneros que compdem esse grupo de
microrganismos sé&o Carnobacterium, Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus,

Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Tetragenococcus,
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Lactosphaera, Vagococcus, Leuconostoc e Weissella (LIESE, 2016).

A maioria das BAL é de origem alimentar e, sdo geralmente reconhecidas
como seguras para o consumo humano (Generally Recognized as Safe - GRA)
(KORCZ; KERENYI; VARGA, 2018). Além disso, estio entre os microrganismos
mais importantes na fermentacdo de alimentos, assim como na melhora dos
aspectos tecnoldgicos e sensoriais dos produtos (MOKOENA, 2017). Destacam-
se ndo apenas por serem culturas iniciadoras em processos fermentativos, como
pela capacidade de formagao de cor, aroma e produgcédo de acidos organicos,
principalmente o acido latico que contribui para melhorar as propriedades
sensoriais, além de prolongar a vida util e aumentar a seguranga microbiana do
produto final. Sua aplicagao inclui melhorar a preservacao, as caracteristicas
organolépticas e o valor nutricional de uma grande variedade de alimentos e
bebidas (LEE et al., 2017).

Considerando o processo de fermentagdo, algumas BAL realizam
fermentagcdo homolatica, ou seja, sob condigbdes de excesso de glicose e
oxigénio limitado, catabolizam glicose a alto rendimento de acido latico como o
unico produto final. O equilibrio redox intracelular € mantido por meio da
oxidacao de nicotinamida adenina dinucleotideo hidreto (NADH), concomitante
com piruvato para redugao ao acido lactico. Este processo produz dois moles de
adenosina trifosfato (ATP) por mole de glicose consumido. Realizam
fermentacdo homolatica, principalmente os representantes de Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus e Lactobacillus do grupo | e Il
(LIESE, 2016).

A fermentagao heterolatica ocorre pela via das pentoses fosfato e é
caracterizada pela inicial desidrogenagdo seguida pela formagdo de 6-
fosfogluconato e depois descarboxilagao para produzir gas carbdnico (CO2). A
pentose-5-fosfato resultante € clivada em gliceraldeido fosfato (GAP) e
acetilfosfato (AcP). GAP é posteriormente metabolizado em lactato como na
fermentacdo homolatica, com o AcP reduzido a etanol via intermediarios acetil-
CoA e acetaldeido. Consequentemente, a fermentacao heterolatica resulta em
quantidades significativas de outros produtos finais, como etanol, acetato e CO:2
em adicdo ao acido lactico. BAL heterofermentativas incluem Leuconostoc,

Oenococcus, Weissella e Lactobacillus do grupo Il (LIESE, 2016).
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Cabe salientar que algumas BAL podem causar efeitos benéficos ao
hospedeiro, incluindo a regulagao da atividade intestinal e melhora do bem-estar,
exercendo efeito antagonista a patégenos gastrintestinais, alteragcao da resposta
imune e redugao do colesterol sérico e, por isso, podem ser caracterizadas com
potencial probidtico. Ainda ressalta-se que as BAL sdao um grupo maijoritario de
microrganismos que possuem potencial probiético, no entanto, alguns fungos
como Sacharomyces spp. e Aspergillus spp. também podem ser utilizados com
caracteristicas probioticas (ZANNINI et al., 2016; SARAO; ARORA, 2017).

2.1.1 Lactococcus lactis (L. lactis)

Lactococcus lactis € comumente associado a produtos lacteos, no entanto
esse microrganismo foi originalmente isolado de plantas em que se acredita que
estava dormente, o qual somente foi ativado quando ingerido por ruminantes,
multiplicando-se apdés atingir o trato gastrintestinal (TGI). Originario do género
Streptococcus e reclassificado em Lactococcus em 1985, L. lactis é dividido em
trés subespécies: L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp.
hordniae. Fenotipicamente é classificado como gram-positivo, esférico,
homolatico, ndo esporulado e anaerdbio facultativo (SONG et al., 2017).

Lactococcus tem um papel importante como cultura iniciadora (ou cultura
mista) em queijos e outros produtos lacteos fermentados, devido sua alta
capacidade de protedlise e acidificagcdo. Sdo categorizados como bactérias
homofermentativas com formacéo de acido latico como produto principal, além
de apresentar capacidade de produgao de nisina. Duas estirpes de Lactococcus
sdo geralmente as mais utilizadas na industria de alimentos, que sao
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris. Cabe
salientar que suas propriedades funcionais, como a sobrevivéncia no TGI, bem
como a capacidade de aderéncia a superficie da mucosa, sdo altamente
dependentes da cepa (DIANAWATI; MISHRA; SHAH, 2016).

Lactococcus lactis tem sido usado na fermentacido de alimentos,
especialmente em queijos, iogurtes, chucrutes e produtos similares, tornando-o
reconhecido por ser um microrganismo do tipo GRAS, ou seja, seguro para o
consumo (PAPAGIANNI; AVRAMIDIS, 2011). Além disso, tem sido considerado
uma fabrica de células de expresséo, por ser um organismo de facil manuseio e

entendimento genético o que resultou no desenvolvimento de varios sistemas de
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expressao génica (RAJ PANDEYA; HONG, 2012). Com énfase na engenharia
metabdlica, L. lactis demonstrou capacidade de produgao de compostos como
vitaminas B, especialmente folato (B9), riboflavona (B2) (SONG et al., 2017) e
acido linoleico conjugado (CLA) (ANDRADE et al., 2012), dentre outros
compostos de grande valor bioecondmico especialmente para a industria de
alimenticia e farmacéutica.

Cunha (2017) isolou Lactococcus lactis subsp. lactis R7 (L. lactis R7) de
queijo ricota, caracterizando e identificando molecularmente o microrganismo, o
qual foi depositado no GenBank sob niumero de acesso KF879126. Esse isolado
apresentou potencial probidtico in vitro quanto a tolerancia ao pH acido, sais
biliares e passagem ao TGI simulado. Além disso, foi sensivel aos
antimicrobianos clindamicina, cloranfenicol, meropen, eritromicina, vancomicina
e penicilina, ndo apresentando atividade hemolitica, bem como DNAse e
gelatinase negativa.

Jaskuski et al. (2019) investigaram a agdo do mesmo isolado (L. /actis R7)
na protegao contra o cancer de colon retal em ratos da linhagem Wistar. Para
isso, 0s animais receberam doses subcutaneas de 1,2 dimetilhidrazina (DMH) a
fim de induzir o cancer associado a dieta hipercalérica na promog¢éao do ganho
de peso. L. lactis R7 foi administrado por via oral com intuito de prevenir ou tratar
a doenca induzida nos roedores. Apdés 20 semanas, foram analisados
histologicamente os tecidos dos animais, sendo avaliados o peso ponderal,
consumo de alimentos, parametros hematologicos e bioquimicos, alteragao do
estado redox. L. lactis R7 demonstrou potencial probidtico, tendo em vista que,
quando administrado associado ao DMH e dieta hipercaldrica, a maioria dos
animais apresentou atipias benignas das criptas intestinais e grande infiltrado de
linfécitos demonstrando melhora da resposta imune do hospedeiro. Além disso,
o isolado apresentou capacidade de estabilizar o ganho de peso e reduzir a

adiposidade abdominal, quando comparado ao grupo controle.

2.2 Probiéticos

A histéria moderna dos probidticos comega no inicio de 1900 com os
estudos pioneiros de Elie Metchnikoff, um cientista russo que investigou os
possiveis efeitos dos microrganismos envolvidos em processos de fermentagao

na saude humana. Ele associou maior longevidade aos individuos que consumiam
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regularmente produtos fermentados como o iogurte. Mais tarde, sugeriu que que
Lactobacillus poderiam neutralizar os efeitos putrefativos do metabolismo
gastrointestinal que contribui para a doenga e o envelhecimento (GASBARRINI;
BONVICINI, 2016).

Nos ultimos anos, um numero crescente de bactérias tem sido investigado
por seu potencial probidtico, uma vez que conferem beneficios para o hospedeiro
quando administradas em quantidades adequadas. Os efeitos benéficos dos
probidticos dependem da especificidade da cepa, da concentracdo e da
viabilidade das bactérias ingeridas (HUANG et al., 2017). De fato, os probidticos
segundo a World Health Organization (WHO) sao definidos como culturas unicas
ou mistas de microrganismos vivos que quando aplicados ao homem ou animal
afetam beneficamente o hospedeiro ao melhorar as propriedades da microbiota
nativa (ARAYA et al., 2002).

A maioria dos probidticos € relacionado aos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium. No entanto, para considerar o uso de diferentes cepas como
probidticos, deve-se considerar que esses microrganismos, sobrevivam ao trato
digestivo superior e sejam capazes de sobreviver e se multiplicarem no intestino
na presenca de sais biliares (SARAO; ARORA, 2017).

2.2.1 Mecanismos de Ag¢ao

2.2.1.1 Modulagao da imunidade humoral mediada por células

Embora o mecanismo completo de acdo dos probidticos no organismo
humano nao seja totalmente elucidado, a manipulagdo da microbiota intestinal
para aumentar a concentragdo de microrganismos benéficos, ainda desperta
interesse pelos pesquisadores. A capacidade de modulagdo da imunidade
humoral mediada por células € demonstrada por alguns probidticos pela
capacidade de aumentar a fagocitose ou pela atividade natural das células killer
em interagir diretamente com células dendriticas. Alguns também demonstram a
capacidade de regular positivamente a secregcao de anticorpos traduzindo em
melhores defesas contra patdogenos e aumentando as respostas as vacinas.
Estirpes probidticas podem aumentar os niveis de citocinas anti-inflamatérias
como o fator de necrose tumoral (TNF -a) reduzindo o cancer de cdlon e colite. A

arquitetura da superficie celular como fimbrias, capsulas e estruturas de superficie
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expressas por alguns probioticos € um fator determinante para varias dessas
atividades (SANDERS et al., 2019).

2.2.1.2 Producio de Acidos Organicos

Espécies probidticas pertencentes ao género Lactobacillus e
Bifidobacterium produzem acidos latico e acético como produtos finais do
metabolismo de carboidratos. Esses acidos organicos quando produzidos in situ
podem diminuir o pH do lumen intestinal e desencorajar o crescimento de
patdgenos. Lactobacillus e Bifidobacterium nao produzem butirato, porém por
meio da alimentacdo cruzada de outros microrganismos (Faecalibacterium) os
niveis de butirato e outros acidos organicos de cadeia curta podem aumentar
influenciando potencialmente muitos aspectos fisiologicos, incluindo o fenétipo
cardiometabdlico. Este fendtipo pode ser derivado do aumento da producao de
butirato, correlacionando-se com a resposta insulinica melhorada (STEFAN et al.,
2016).

2.2.1.3 Interagao com a microbiota intestinal

Estirpes probidticas podem interagir com a microbiota intestinal por meio
da competicdo por nutrientes, antagonismo e alimentacdo cruzada. Muitos
probidticos sdo antagdnicos a outros microrganismos, em parte devido ao
metabolismo sacarolitico, que produz acidos organicos, mas também pela
producao de bacteriocinas. Esses compostos podem ser ativos contra patdogenos
em muitos locais, incluindo o trato urinario humano e o intestino de humanos e
animais (HEGARTY et al., 2019).

2.2.1.4 Melhora na fungao de barreira

Uma maneira pela qual cepas probidticas podem melhorar a fungao de
barreira é por meio da regulagao positiva da expressao dos genes de secregao
de muco, reduzindo assim a ligagdo das células epiteliais. Além desse
mecanismo, algumas linhagens celulares demonstram aumentar a expresséo de
proteinas da “tight junction” (SANDERS et al., 2019).

2.2.1.5 Producgao de pequenas moléculas
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Pequenas moléculas produzidas por certos probidticos com diferentes
efeitos sobre o hospedeiro e sua microbiota ja foram descritas. A produgao de
neuroquimicos como ocitocina, acido gama-aminobutirico, serotonina,
triptamina, noradrenalina, dopamina e acetilcolina, os quais apresentam efeitos
na funcao cerebral (REID, 2019).

2.2.1.6 Producao de Enzimas

Enzimas microbianas como [(3-galactosidase e hidrolase de sais biliares
sdo produzidas e entregues por algumas cepas probioticas melhorando a
digestao da lactose e o perfil lipidico no sangue em humanos, respectivamente
(SANDERS et al., 2019).

Segundo as diretrizes e informagdes da Organizagdo das Nag¢des Unidas
para a Alimentagao e a Agricultura (FAO) (ARAYA et al., 2002), ha a necessidade
de que as cepas probiodticas permanegam intactas no trato intestinal superior para
garantir os efeitos de promog¢ao da saude. Para isso, quando veiculadas em
matrizes alimentares devem manter sua viabilidade para exercerem suas fungdes
fisiolégicas positivas no organismo (TERPOU et al.,, 2019). Além disso, cabe
salientar que os beneficios essenciais para a saude podem ser atribuidos a uma
espécie, em vez de cepas especificas. Alguns paises europeus (ltalia e Canada)
incorporaram uma lista de espécies consideradas probidticas em suas diretrizes
regulatorias. Em contraste, na maior parte da Europa os alimentos ndo podem
mencionar o termo “probidtico” no rétulo (MARCO et al., 2017). Ainda, nesse
documento contendo as diretrizes, as autoridades regulatérias tinham como
interesse proteger os consumidores contra interesses competitivos das empresas
(HILL et al., 2014).

Atualmente, a regulamentacdo no Brasil para probidticos esta em uma
fase de transicdo, em que um novo marco normativo esta sendo reformulado,
centrado na comprovacido cientifica da eficacia do beneficio no produto
(ANVISA, 2017).

2.3 Para-Probiéticos
Os para-probiéticos, também conhecidos como “probidticos ndo viaveis ou

probidticos inativados”, refere-se as células microbianas inativadas, as quais
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quando administradas em quantidades suficientes, conferem beneficios ao
consumidor (AGUILAR-TOALA et al., 2018).

Apesar dos beneficios dos probidticos comprovados para a saude, células
microbianas nao viaveis, ou fragdes inativadas podem ter vantagens, reduzindo o
risco de translocagcao microbiana ou infecgao demonstrada por alguns probioéticos.
A inativacéao celular bacteriana pode ser obtida por condicdes fisicas (perturbagao
mecanica, tratamento térmico ou métodos de irradiagdo ultravioleta (UV), alta
pressdo hidrostatica e liofilizagdo) ou quimicas (desativagdo acida) que podem
alterar as estruturas celulares microbianas ou suas fungdes fisiolégicas e, dessa
forma, as bactérias tornam-se incapazes de multiplicarem-se e, assim, retém os
efeitos benéficos a saude que a sua forma viavel fornece (ALMADA et al., 2016).

As células inativadas podem liberar componentes bacterianos com
importantes efeitos imunomodulatorios e com propriedades antagbnicas contra
patdgenos. Diferentes componentes bacterianos como &acidos lipoteicdicos,
peptidioglicanos ou exopolissacarideos estdo, supostamente, envolvidos em
mecanismos responsaveis por exercer efeitos benéficos a saude do hospedeiro
(PIQUE; BERLANGA; MINANA-GALBIS, 2019)

Kanauchi; Andoh (2018) descrevem o uso de para-probidticos com agao
coadjuvante no tratamento e profilaxia de infec¢des virais, em fungao de
manterem sua atividade imunomodulatéria além da sua viabilidade.

A aplicacdo de para-probidticos em alimentos pode oferecer certas
vantagens em relagado aos probidticos como menor ou nenhuma interagdo com
outros componentes dos produtos alimentares, que poderiam diretamente refletir
na vida util do produto; maior facilidade de processamento como a possibilidade
de ser adicionado antes do tratamento térmico com manutengdo das suas
propriedades exigidas para os beneficios a saude pretendidos; simplicidade de
armazenamento e transporte, o que pode resultar em maior facilidade para
administragdo como suplementos para individuos imunocomprometidos (DE
ALMADA et al., 2016).

2.4 Pés-bidticos
Recentes pesquisas sugerem que produtos bacterianos, na auséncia de
organismos viaveis, podem ter efeitos semelhantes nas vias de sinalizagao.

Esses produtos bacterianos sdo amplamente caracterizados como pds-bidticos
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e podem ser definidos como produtos bacterianos nao viaveis ou subprodutos
metabdlicos de microrganismos probidticos que possuem atividade biolégica no
hospedeiro. Em geral, os pds-bidticos incluem bacteriocinas, acidos organicos,
etanol, diacetil, acetaldeidos e peroxido de hidrogénio. Além desses, certos
probidticos inativados pelo calor, também podem reter estruturas bacterianas
importantes que podem exercer atividade biolégica no hospedeiro. Os pés-
bidticos ndo sao toxicos, nem patogénicos e resistem a hidrélise por enzimas de
mamiferos (GEORGE KERRY et al., 2018). A Figura 1 apresenta alguns pos-
bidticos e sua agao sistémica no hospedeiro.
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Figura 1 Agéo de alguns pés-bidticos no hospedeiro.
Fonte: AGUILAR-TOALA et al. (2018).

2.5 Prebidticos

O termo prebidtico foi introduzido em 1995 por Glen Gibson e Marcel
Roberfroid e, foi definido como um ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta
beneficamente o hospedeiro estimulando seletivamente o crescimento e/ou
atividade de um numero limitado de bactérias no colon e, portanto, melhorando
a saude do hospedeiro (HUTKINS et al., 2016).
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Os carboidratos nao-digeriveis podem ser encontrados naturalmente em
plantas. Por exemplo, alimentos como aspargos, beterraba, alho, chicdria,
cebola, alcachofra, trigo, mel dentre outras fontes. Frequentemente os
prebidticos sdo chamados de carboidratos de baixo peso molecular nao
digeridos por enzimas digestivas humanas e regulam positivamente a
composigao e atividade da microbiota intestinal. No entanto, outros compostos
como acido linoleico, acido graxo poli-insaturado, compostos fendlicos e
fitoquimicos também podem ser propostos como candidatos a prebidticos
(FARIAS; ARAUJO; NERI-NUMA, 2019).

Os prebidticos podem ser separados em trés grupos principais: (l)
oligossacarideos de polidis (lactulose, xilitol, manitol, lactiol); (Il)
Frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS), inulina, entre
outros; (Ill) Fibras (celulose, dextrina, pectina e (3-glucana (MOHANTY et al.,
2018).

Prebidticos como os frutooligossacarideos (FOS) e a inulina sao
resistentes ao suco gastrico e pancreatico e quando presentes no intestino
grosso, além do papel seletivo sobre Bifidobacterium e Lactobacillus influenciam
diversos aspectos da funcao intestinal, por meio da fermentacdo. Os acidos
graxos de cadeia curta sdo um dos principais produtos da decomposi¢ao
prebidtica, mas ainda ndo foi identifcado um padrdo caracteristico de
fermentagdo. Assim, por meio da estimulagcdo do crescimento bacteriano e da
fermentacao, os prebidticos afetam o habito intestinal e sdo levemente laxativos
(SARAO; ARORA, 2017).

Alguns critérios sao utilizados para reconhecer um composto como
prebiotico: (1) resisténcia a acidez gastrica, a hidrolise por enzimas de mamiferos
e a adsorcao ao TG, (Il) fermentagao pela microbiota intestinal e (l1l) estimulagao
seletiva do crescimento e/ou atividade dessas bactérias intestinais que
contribuem para a saude e o bem-estar.

Devido as caracteristicas tecnoldgicas, alguns prebioticos podem
melhorar a qualidade final de produtos alimenticios com relagcao as propriedades
sensoriais, textura e caracteristicas fisico-quimicas, na adicao de fibras e na
substituicdo parcial de acgucares e gorduras. Por esses motivos, esses

compostos estdo cada vez mais aplicados na industria de alimentos,
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particularmente com o objetivo de substituir e/ou combinar ingredientes classicos
com oligossacarideos (FARIAS; ARAUJO; NERI-NUMA, 2019).

Além disso, os prebidticos tém propriedades anticancer ao apoiar a
inibicdo do crescimento de adenomas e de carcinomas no intestino e de reduzir
fatores de risco envolvidos nas doengas colorretais. Soma-se isso a capacidade
de influenciar positivamente na absorgdo de minerais, aumentando a absorgao
de calcio e magnésio. No entanto a quantidade e o tipo de prebidticos tém um
impacto profundo na composicdo e atividade da comunidade microbiana
benéfica (HILL et al., 2017).

2.6 Inulina
Entre os prebidticos, os frutanos do tipo inulina (Figura 2) tém sido

extensivamente estudados e, portanto, adquiriram o status de prebidtico modelo.

OH

Figura 2 Estrutura quimica da cadeia de inulina.
Fonte: Adaptado de (SHOAIB et al., 2016).

A inulina pertence a um grupo de frutanos que ocorre naturalmente em
plantas como um carboidrato de armazenamento. E um polimero de R(1-2) D-
frutose constituindo cadeias de diferentes comprimentos, cada uma delas com
uma unidade terminal de glicose. Entre as fontes naturais de inulina, a chicéria
industrial € uma das mais importantes devido ao seu teor de inulina com alto
grau de polimerizacéo (BEIRAO-DA-COSTA et al., 2013).

A inulina € um pé branco com particulas finas e de sabor neutro, nao

oferecendo sabor residual. Apresenta viscosidade relativamente baixa e
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propriedades gelificantes. Quando dissolvida em meio aquoso resulta na
formacao de uma estrutura cremosa branca que pode ser facilmente adicionada
em alimentos como substituto da gordura (SHOAIB et al., 2016). Algumas das
propriedades da inulina no TGI incluem estimular a fermentagao microbiana,
diminuindo a absorc¢ao de gordura e colesterol e reduzindo o pH do lUumen a partir
da produgao de acidos organicos. Portanto, possui um efeito direto na reducao
de disturbios intestinais, constipacéo, hiperglicemia e cancer (FAYED et al.,
2019).

Soma-se a isso, a melhora do equilibrio e transito intestinal, aumento da
integridade e funcédo da barreira mucosa intestinal, melhora da imunidade do
hospedeiro, aumento da produgado de acidos graxos de cadeia curta e redugao
associada na interacdo com patdgenos oportunistas na mucosa entérica e
melhora no metabolismo lipidico (KORCZ; KERENYI; VARGA, 2018).

Com relagao as propriedades nutricionais e beneficios a saude, a inulina
apresenta como caracteristica o papel de fibra dietética, considerada como
ingrediente chave em alimentos enriquecidos com fibras na melhoria da saude
humana. Apresenta caracteristicas basicas como nao sofrer hidrolise pelas
secrecoes gastricas e nao ser absorvida no intestino delgado, sendo fermentavel
pela microbiota do intestino grosso. Possui baixo valor calérico em virtude de sua
n&o-digestibilidade. Além disso, o uso nutricional da inulina fornece uma maneira
favoravel de estimular o equilibrio microbiano, fornecendo um mecanismo de
defesa contra o ataque e a translocagao de patdgenos, assim como na inibicao
de doengas do TGI (SHOAIB et al., 2016).

Além dos beneficios relatados, a baixa capacidade de hidrélise permite
sugerir que a inulina é adequada para a protegcdo de compostos bioativos
suscetiveis a degradagao ao longo do trato digestério humano (CASTEL;
RUBIOLO; CARRARA, 2018).

2.7 Simbiéticos

Simbidticos sdo considerados como a fusdo de produtos probidticos e
prebioticos (Tabela 1) que auxiliam no aumento da sobrevivéncia e na
permanéncia de microrganismos vivos no intestino. Ha evidéncias cientificas
crescentes de que a relacao simbidtica, entre prebidticos e probidticos, contribui

significativamente para a saude. Pesquisas nessa area estdo atualmente
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focadas no desenvolvimento de novos alimentos promotores de saude, bem
como na selecio de culturas que demonstrem maior capacidade de colonizar o
intestino humano juntamente com a sua capacidade de digerir novas formas de
prebioticos. Sendo assim, ha grande interesse de estudos que visem novas
combinagdes de probidticos e de prebidticos para explorar novas possibilidades
de melhorar os beneficios nutricionais e clinicos para a saude (GEORGE KERRY
et al., 2018).

Tabela 1 Simbidticos comuns e fontes microbianas

Simbidticos
Prebidticos Probidticos
Fruto-oligossacarideos Bifidobacterium sp., Bacteroides fragilis,
Peptostreptococcaceae, Klebsiellae

Bifidobacterium sp.
Inulina Bifidobacterium animalis, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus paracasei

Isomaltose Bifidobacterium sp., Bacteroides fragilis
Lactosucralose Zymomonas mobilis
Galacto-oligossacarideos Bifidobacterium longum, B. catenulatum
Arabinoxilana Bifidobacterium sp.

Fonte: Adaptado de GEORGE KERRY et al. (2018)

A administragdo de simbidticos pode contribuir para a normalizagao da
disbiose, além de atuar em mecanismos na melhora da resposta glicémica. No
estudo de Morshedi; Asl; Hosseinifard (2020) foi investigado o uso simbidtico de
Lactobacillus plantarum associado a inulina em roedores diabéticos. Os autores
referem que os suplementos usados em associagao foram capazes de aumentar
a capacidade antioxidante significativamente, quando comparados ao uso
isolado. Além disso, houve melhora na composi¢cao da microbiota intestinal, no
estresse oxidativo e nos disturbios neuropsicolégicos de ratos diabéticos.

Evidéncias cientificas demonstram que microcapsulas simbioticas sao
mais eficazes quando expostas ao TGIl, no entanto, ha poucos estudos
demonstrando sua eficiéncia quando aplicadas em produtos alimenticios, assim
como avaliando a sua interagdo com a matriz alimentar e a viabilidade do

probidtico ao armazenamento (CRISTINA et al., 2018).
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2.8Encapsulacao de probiéticos

A encapsulacdo € um processo utilizado para o aprisionamento de
pequenas particulas liquidas, solidas ou gasosas em uma ou mais matrizes
poliméricas. Como é possivel observar na Figura 3, no centro da particula esta
presente o material do nucleo e os polimeros compdem o revestimento externo,
chamados de material de parede ou solugdo encapsulante (PEANPARKDEE;
IWAMOTO; YAMAUCHI, 2016).

CAMADA DE ENCAPSULACAO

INGREDIENTE ATIVO

Figura 3 Representacao esquematica da secao transversal de uma microcapsula.

A encapsulacdo tem como principal objetivo a protecdo do material
presente no nucleo dos fatores ambientais como luz, umidade, temperatura e
oxigénio, extendendo o prazo de validade, além de liberagdo controlada e
estabilidade do processo (SARAO; ARORA, 2017).

As microcapsulas apresentam varias vantagens interessantes como a
protecdo de materiais sensiveis, melhorando a processabilidade desses
componentes, a capacidade de dispersao, fluidez, aumento do tempo de
armazenamento, evitando reag¢des de oxidacao e de desidratagdo. Dessa forma,
O processo € seguro para 0 manuseio conveniente de materiais tdxicos,
imobilizagcdo de microrganismos e enzimas. A liberacdo do conteudo da
microparticula de forma controlada, pode ser desencadeada por forcas de

cisalhamento, solubilizagdo, aquecimento, alteracdo do pH e acdo enzimatica.
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Essa tecnologia tem diferentes aplicagdes nas industrias alimenticia, biomédica,
farmacéutica e cosmética, assim como na agricultura (DAS et al., 2014).

Segundo Gonzalez-Ferrero et al. (2020) a microencapsulagdo é um dos
processos mais eficientes, ndo apenas para manter a viabilidade durante o
processamento e o armazenamento de bactérias probidticas, mas também de
garantir sua viabilidade no intestino. Diferentes BAL foram encapsuladas em
diferentes polimeros e com diferentes objetivos, como por exemplo,
Lactobacillus rhamnosus VTT E-97800 que aumentou significativamente a
viabilidade ao armazenamento apdés 18 meses mantidos congelados em
nitrogénio liquido (KAVITAKE et al., 2018). Lactobacillus acidophilus foi
encapsulado por spray drying utlizando diferentes polissacarideos e garantiu o
aumento da protecdo térmica e sobrevivéncia ao TGl (NUNES et al., 2018).
Lactococcus lactis subsp. cremoris LM0230 foi microencapsulado em particulas
de hidrogel e demonstrou maior viabilidade ao armazenamento quando
comparado a célula livre (YEUNG et al., 2016).

Deve-se considerar que varios fatores afetam a microencapsulacéo e que
podem ser superados selecionando o método de encapsulagdo adequado, o

material de revestimento e as condi¢cdes do processo (Figura 4).
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Figura 4 Representacado de fatores que afetam a eficacia da microencapsulagéo
Fonte: Adaptado de KAVITAKE et al. (2018).

2.9 Métodos de Encapsulagao

A encapsulagéo é dividida em trés classes: métodos quimicos, fisicos e
fisico-quimicos. Os métodos quimicos incluem suspenséo, dispersdo, emulsao
e polimerizagdo; os métodos fisicos mecanicos incluem a secagem por
atomizagao (spray drying), o revestimento em leito fluidizado e a encapsulagao
eletrostatica; os fisico-quimicos como CO2 supercritico e encapsulamento sol-gel
(DAS et al., 2014). Tendo em vista as diferentes metodologias aplicadas na
técnica de encapsulacdo, deve-se considerar fatores como tamanho da
particula, propriedades fisico-quimicas do nucleo e do material de parede,
aplicacao da microcapsula, liberacdo do contetido, dentre outros (MARTIN et al.,
2015).

Como demonstrado na Figura 5, a tecnologia de encapsulagéo é usualmente
empregada em trés etapas. A primeira etapa consiste em incorporar um
componente bioativo em uma matriz polimérica que pode ser liquida ou sélida.
No caso do nucleo ser liquido, a incorporagcdo sera uma dissolugcao ou uma
dispersédo na matriz, enquanto se o nucleo for solido sera uma aglomeragéo ou

adsorcdo. Para a segunda etapa, a matriz liquida esta dispersa enquanto a
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solugdo € pulverizada em uma matriz solida. A ultima etapa consiste na
estabilizagdo por um produto quimico (polimerizagdo), fisico-quimica
(gelificagao) ou fisica (processo de evaporagédo, solidificagcdo e coalescéncia)
(BURGAIN et al., 2011).

Incorporagéo de componente bioativo

Em uma matriz sélida (aglomeragao,

Em uma matriz liquida (solucédo, emulséo...) adsorcso...)

Preparacéo das microcédpsulas

Disperséo: Liquido em Ar (Secagem e Extrusao) Disperséo: Liquido em Liquido (emulsao)

Estabilizagdo das microcapsulas

Polimerizacao Gelificacédo Coacervagédo | Coalescéncia Solidificacéo Evaporacao

Figura 5 Descrigao geral dos passos para produgao de microcapsulas.
Fonte: Adaptado de BURGAIN et al. (2011).

2.9.1 Emulsificagao

O principio da emulsdo é baseado na relagdo entre a fase continua
(geralmente um dleo vegetal) e uma fase descontinua (solugao com células vivas
e um hidrocoldide), além da adicdo de um agente emulsionante ou tensoativo.
Para encapsulamento numa emulsdo, um emulsionante e surfactante sao
necessarios. Um agente de solidificagao (cloreto de calcio) € entdo adicionado a

emulsdo. Técnicas de filtracdo sdo comumente utilizadas para a separagao das
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capsulas ao final do processo. O método possui algumas vantagens como
aplicacdo em processos industriais e alta taxa de sobrevivéncia dos
microrganismos, além disso, as particulas obtidas tem um didmetro pequeno,
mas a principal desvantagem é que fornece um grande intervalo de tamanho e
forma (BURGAIN et al., 2011).

2.9.2 Coarcervacao

A coacervacdo tem sido utilizada na microencapsulacdo de células
microbianas e também na encapsulagédo de aromas, enzimas, dentre outros.
Trata-se de uma separacao de fases de um ou de varios hidrocoléides de uma
solugao polimérica em torno de um material do nucleo que esta suspenso no
mesmo meio reacional. O método de coacervacado simples € dependente de
condi¢gbes como pH, forca ibnica, temperatura e estrutura das macromoléculas.
A coacervagao complexa depende principalmente do pH e a concentragao de
polimero (PEANPARKDEE; IWAMOTO; YAMAUCHI, 2016).

A grande desvantagem da coacervacgao esta na dificuldade em obter
capsulas com tamanhos pequenos e, por isso, menos énfase tem sido dada as
técnicas de coacervagao na producdo de microcapsulas contendo probi6ticos
(RAMOS et al., 2018).

2.9.3 Secagem por Atomizagao (Spray Drying)

A secagem por atomizagcdo € considerada um bom método de
preservacao a longo prazo para culturas probiéticas. O conceito de secagem por
atomizacéo foi patenteado por Samuel Percy em 1872, e sua aplicagao industrial
na produgao de leite e detergente iniciou na década de 1920. A velocidade de
secagem e a capacidade de produgao continua sdo muito uteis para a secagem
de grandes quantidades de culturas iniciadoras. Desde entdo, diversas
pesquisas tem sido relatadas sobre a secagem por atomizag¢ao de bactérias com
baixas perdas de viabilidade celular, a fim de superar as dificuldades envolvidas
no manuseio e manutengao das culturas liquidas (GODERSKA, 2012; ECKERT
et al., 2017; NUNES et al., 2018).

O processo envolve a dispersdo do material do nucleo, formando uma
emulsdo ou dispersdo, seguida da homogeneizagao do liquido e, logo apos,

ocorre a atomizagao da mistura na camara de secagem (Figura 6). Isso leva a
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evaporacao do solvente, quando as goticulas entram em contato com o ar
quente sob condi¢des controladas de temperatura e fluxo de ar (MARTIN et al.,
2015).
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Figura 6 llustragéo da secagem por atomizagao.
Fonte: Adaptado de MARTIN et al. (2015).

Cabe salientar que é um processo Unico em que as particulas sao
formadas ao mesmo tempo em que sao secas. Portanto, muito adequado para
a producao continua de solidos secos em po a partir de matérias-primas liquidas.
O produto final da secagem por atomizagcdo deve obedecer a padrdoes de
qualidade precisos, relacionados a distribuicdo do tamanho de particula,
umidade residual, densidade aparente e formato de particula. Tanto a taxa de
evaporagao da agua quanto a temperatura das goticulas contendo as células
microbianas tém um efeito significativo na sobrevivéncia durante a secagem
(GODERSKA, 2012).

A fim de minimizar a morte celular, o efeito dos pardmetros de secagem
deve ser bem compreendidos (entrada e saida de ar, vazdo de ar, umidade
relativa, tempo de permanéncia, agentes protetores) com intuito de otimizar o
processo e assegurar a sobrevivéncia das bactérias. A secagem pode causar
danos a parede celular e aos componentes celulares, especialmente membrana
citoplasmatica e proteinas, o que resulta em lesao e inativagéo celular afetando
negativamente a produtividade e as caracteristicas da cultura seca e, portanto,
deve ser minimizada ( GODERSKA, 2012; DAS et al., 2014).
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210 Tipos de Materiais Encapsulantes

Sistemas baseados no uso de acucares, proteinas ou a combinagao
destes, sado utilizados durante o processo de secagem por atomizagéo a fim de
otimizar a protecdo de microrganismos contra ambientes adversos. A
desidratacao celular pode provocar sérios efeitos nos fosfolipidios de membrana
como a transformacgéao do liquido cristalino em acidos graxos em fase de gel, o
que aumenta permeabilidade da membrana (DIANAWATI; MISHRA; SHAH,
2016).

Entre os polissacarideos, o alginato € comumente utilizado na
microencapsulacgao, pela sua natureza nao toxica, baixo custo, facilidade para
desenvolver capsulas fortes e por conta disso, tem sido muito utilizado na
imobilizagao de probiéticos (PEANPARKDEE; INAMOTO; YAMAUCHI, 2016). E
relatado que polissacarideos estabilizam as cadeias de proteinas e membranas
de macromoléculas celulares no estado seco, por meio de ligagdes de hidrogénio
ao invés das moléculas de agua (GODERSKA, 2012).

Proteinas do leite, como as proteinas do soro e caseina, podem ser
utilizadas na microencapsulagdo de probidticos, produzindo um gel de alta
densidade que pode proteger microrganismos. Considerando as condigbes do
estdbmago, essas proteinas sao capazes de proporcionar um valor de pH local
mais alto dentro da matriz proteica da capsula, provocado pela capacidade de
tamponamento das proteinas. As proteinas sdo capazes de formar ligagdes
intracelulares estaveis, que auxiliam na viabilidade celular durante o processo
de microencapsulacao (RAMOS et al., 2018).

Interagdes hidrofobicas podem ocorrer entre a inulina e as proteinas do
soro. A fracdo de caseina € composta por duas subunidades os: e asz ambas
contendo regides hidrofébicas (as1 com 3 regides hidrofébicas e asz com terminal
C hidrofdbico), indicando que a fragdo da a-caseina é de natureza hidrofébica.
A inulina, por sua vez, forma uma a-hélice em solu¢cdo e pode conter um centro
hidrofébico que a a-caseina pode se ligar. Outra interagao possivel é a formagao
de complexo carbonil-amino que ocorre entre a inulina e a a-caseina
(SCHALLER-POVOLNY; SMITH., 2002). Ainda assim, mais estudos sao

necessarios para elucidar as interagcdes entre as duas moléculas.

2.10.1 Soro de queijo
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O soro de queijo € um liquido verde-amarelado resultante da precipitagcao
e remogao da caseina no processo de fabricagdo de queijo. A precipitacao da
caseina leva a formacdo de dois tipos de soro: acido (pH 5,0) obtido apds a
fermentagao ou adi¢cao de acidos e o doce (pH=6,0-7,0) resultante da adi¢gao de
enzimas proteoliticas como a quimosina. O tipo de leite utilizado na produg¢ao do
queijo (vaca, ovelha, cabra, bufala ou outro mamifero) também influencia nas
caracteristicas do soro. A composicdo do soro bovino € de 70-80% de lactose,
9% de proteinas, 8-20% de minerais e outros componentes menores como
peptideos hidrolisados, lipideos e bactérias (CARVALHO; PRAZERES; RIVAS,
2013; TAVARES et al., 2014).

O soro de queijo € amplamente disponivel, natural e seguro para ser
administrado em alimentos (GRAS). E considerado uma matriz de alto valor
biolégico e com boas propriedades sensoriais. A estrutura anfifilica da maioria
das proteinas do leite confere excelente propriedades de superficie. Sua
capacidade de adsorver em interfaces de 6leo/agua permite a estabilizagéo de
emulsdes a partir da influéncia da sua estrutura, flexibilidade, estado de
agregacao, pH, forga idnica (particularmente de ions calcio) e temperatura,
sendo muito utilizado como agentes emulsionante promovendo estabilidade da
superficie da particula (LIVNEY, 2010).

Deve-se considerar como um aspecto importante na encapsulagao o
controle do conteudo e a acessibilidade as enzimas digestivas e,
consequentemente, a biodisponibilidade. A matriz formada pelas proteinas do
leite, com ou sem componentes adicionais, podem formar uma barreira contra a
difusdo dos compostos encapsulados, evitando o acesso interno de enzimas
gastricas (LIVNEY, 2010; TAVARES et al., 2014).

Cabe salientar que o soro de queijo se descartado de maneira incorreta,
pode gerar uma carga altamente poluente devido a sua elevada composi¢ao
organica, especialmente por seu conteudo de lactose e proteina, além do volume
representativo gerado. Atualmente, os processos de valorizagdo do soro de
queijo constituem a opgao preferencial para tratar esse subproduto e uma das
suas aplicagdes é o seu uso como agente encapsulante (ILHA et al., 2015).

Nesse contexto, Lactobacillus plantarum ATCC 8014 foi
microencapsulado pela técnica de spray drying utilizando como materiais

encapsulantes o soro, retentado e o permeado do soro de queijo. Os resultados
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mostraram que os soros lacteos protegeram as células bacterianas das altas
temperaturas utilizadas no spray drying. Além disso, apos 56 dias de
armazenamento a 20 °C, todas as amostras de microcapsulas apresentaram
contagem de células viaveis acima de 6 log UFC.g"' (ECKERT et al., 2017).
Bifidobacterium Bb-12 foi microencapsulado com soro de queijo e quando
adicionado em uma sobremesa lactea, a contagem probiética permaneceu
acima de 7 log UFC.g™" por seis semanas, demonstrando que o soro de queijo é
um agente encapsulante promissor (DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012).

2.10.2 Oligossacarideos

Os oligossacarideos nao digeriveis sao definidos como carboidratos
naturais contendo de 3-10 unidades de monossacarideos, lineares ou
ramificados, conectados por ligagdes B e/ou 35a-glicosidicas. Carboidratos cujas
unidades de monossacarideos sao frutose, galactose, glicose e/ou xilose sao
reconhecidas como as principais classes de oligossacarideos funcionais
disposniveis atualmente (ZHAO et al., 2017).

Os oligossacarideos nao digeriveis sao carboidratos de baixo peso
molecular de natureza intermediaria entre agucares simples e polissacarideos.
Podem ser obtidos por extracao direta a partir de fontes naturais ou produzidos
por processos quimicos que hidrolisam polissacarideos ou por sintese
enzimatica e quimica a partir de dissacarideos (MUSSATO & MANCILHA, 2007).
Sao aplicados para diversos fins como nutrientes, produtos farmacéuticos,
alimentos para animais, cosméticos, agentes imunoestimulantes e compostos
prebidticos que incorporam 13 classe de oligossacarideos nao digeridos
produzidos comercialmente, mostrando fung¢des bifidogénicas (ZHAO et al.,
2017).

Oligossacarideos como por exemplo, lactulose e inulina podem ser
incorporados com probioticos (sistema simbidtico) para melhorar a viabilidade
dos probidticos. No entanto, a estabilidade do processo de microrganismos
probidticos nem sempre ¢é ideal e, por conta disso, a microencapsulagao pode
ser aplicada para manter a viabilidade celular (IRAVANI; KORBEKANDI;
MIRMOHAMMADI, 2015).

Oligossacarideos possuem excelentes efeitos promotores de crescimento

em microrganismos probidticos in vitro. Por exemplo, microencapsular
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Bifidobacterium longum com uma mistura de oligossacarideos de origem vegetal
induziu acentuadamente a alta sobrevivéncia de probidticos sob exposicdo a
ambientes adversos (LIAO et al., 2018).

Rajam; Anandharamakrishnan (2015) demonstraram em seu estudo que
o uso de frutooligossacarideos em combinagado com proteinas isoladas do soro
de queijo efetivamente melhoraram a eficiéncia de encapsulacdo de
Lactobacillus plantarum (MTCC 5422) utilizando a técnica de spray drying. Os
autores sugerem que a composigcdo do material de parede da microcapsula
forma um revestimento protetor na parede celular da bactéria pela substituicéo
parcial de sitios de moléculas de agua durante a secagem, o que contribui para
a prevencado da ruptura da membrana celular e aumento da viabilidade do
microrganismo.

A inulina tem atraido muito a atencdo de pesquisadores em virtude dos
beneficios de natureza prebidtica, mas devido a sua baixa capacidade de
hidrolise, quando presente no TGI, pode ser utilizada na preparagdo de
microcapsulas resistentes as variagdes de pH (FERNANDES et al., 2016).

Contudo, as praticas de aplicagdo de oligossacarideos como agentes
encapsulantes para a microencapsulagao na protecao de probidticos raramente

foram realizados até o momento.

211 Principais Métodos de Avaliagao de Microcapsulas

A eficiéncia da bactéria encapsulada pode ser avaliada por varios
métodos, tais como viabilidade e estabilidade do microrganismo, morfologia da
particula, concentragado de células viaveis, propriedades de difusado, eficiéncia
de encapsulagéo, conteudo de umidade, atividade de agua, dentre outros. A
viabilidade de microrganismos encapsulados pode ser mensurada inoculando as
microcapsulas em solugdes adequadas que promovam o rompimento da capsula
e exposigao total da bactéria, seguida pela contagem padrdo em placas
utilizando agar de Man, Rogosa and Sharpe (MRS). A superficie da microcapsula
pode ser avaliada em relacdo ao diametro médio da particula utilizando a
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A estabilidade das bactérias
encapsuladas pode ser determinada armazenando-as em diferentes
temperaturas durante diferentes periodos de tempo e, em seguida, calculando o

numero de células viaveis. A eficiéncia de encapsulagcao confere uma ideia sobre
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o percentual de células que mantiveram viabilidade apos a processo (KAVITAKE
et al., 2018).

Ainda, é possivel avaliar a tolerancia na passagem da microcapsula ao
TGI simulado e para isso, submete-se 0 microrganismo microencapsulado em
uma solugdo de diferentes pH contendo pepsina, em diferentes tempos,
simulando o fluido gastrico. Além disso, verifica-se a tolerancia ao fluido
intestinal, colocando-se a microcapsula em contato com uma solucéo contendo
pancreatina com presencga e auséncia de sais biliares (FRITZEN-FREIRE et al.,
2013). Alguns trabalhos também avaliam a resisténcia da microcapsula aos
diferentes tratamentos térmicos, simulando condi¢des de processamento de

aplicagcao em alimentos (NUNES et al., 2018).
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3 Objetivos

3.1. Objetivo geral

Produzir microcapsulas de L. lactis subsp. lactis R7 por spray drying
utilizando como material encapsulante soro de queijo e inulina, aplicadas em

diferentes matrizes alimentares.

3.2. Objetivos especificos

Microencapsular L. lactis subsp. lactis R7 por spray drying utilizando a
combinagao de soro de queijo e inulina como material encapsulante, bem como;

Avaliar a eficiéncia de encapsulagao, rendimento do processo apds a
secagem e viabilidade ao armazenamento em diferentes temperaturas;

Determinar a sobrevivéncia ao TGl simulado in vitro, a resisténcia ao
tratamento térmico e morfologia das microcapsulas;

Aplicar L. lactis subsp. lactis R7 livre e microencapsulado em matrizes
alimentares e avaliar a viabilidade celular durante o armazenamento a 4 °C;

Verificar a capacidade de acidificagdo do meio ao longo do periodo de
armazenamento;

Avaliar a persisténcia ao TGI simulado e a resisténcia térmica.
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Symbiotic microencapsulation of Lactococcus lactis subsp. lactis R7
using whey and inulin by spray drying
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards: This study was conducted to characterize autochthonous Lactococcus lactis subsp. lactis R7 (L lactis R7) micro-
Heal reatment encapsulated with whey and imulin by spray drying and evaluate the microencapsulation’s ability to protect
Gastrolntestinal tract against adverse conditions, Symbiotic microcapsules produced by spray drying showed high visbility (13.0 log
Viability CFU.g ") and high encapsulation yield (94.61%). The viable cell counts of the mi rocapsules remained stable for
m]::;ﬂnzpmhﬂm 6 months of storage (> 8.0 log CFU.g™ !, at the different temperatures analyzed. Microencapsulation showed

Storage time

protection of L locts 7 through a simulated gastrointestinal tract passage, as well as at the temperatures
applied in the thermal resistance test. The thermal analyses evidenced the protection conferred by the en-

capsulating material because no endothermic pesk of free cells was observed in the thermogram of the micro-
ing materials was
adequate and effective in the mimoencapsul ation process by spray drying, with potential application in foods.

capsules. The study demonstrated that the combination of inulin and whey as
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