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RAMOS, M. S. Estudo da viabilidade de Lactobacillus reuteri co-encapsulado
em matriz de alginato e farinha de banana verde por extrusdo com tecnologia
de vibracdo. Itapetinga — BA: UESB, 2022. 64 p. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos).

RESUMO

A conscientizacdo da importancia que o alimento tem sobre a saude, vem
estimulando a busca por alimentos saudaveis. Dentre esses alimentos, destacam-se
0s prebidticos e os probioticos, substancias que podem proporcionar beneficios aos
consumidores, como o bom funcionamento do organismo e redugédo dos riscos no
desenvolvimento de diversas doencas. Contudo, a viabilidade dos probiéticos pode
reduzir de forma drastica durante o processamento, armazenamento e transito do
alimento, pelo trato gastrointestinal humano, impedindo que ele atue de forma
relevante sob o hospedeiro. Uma forma alternativa e promissora de fornecer maior
protecdo na entrega dos microrganismos ao consumidor, é a encapsulacdo. Dessa
forma, este trabalho objetivou avaliar a influéncia da farinha de banana verde (FBV),
alimento com propriedades prebioticas, combinada com alginato de sodio como
materiais de revestimento no co-encapsulamento do probiético Lactobacillus reuteri.
Para tanto, foram produzidas cédpsulas com alginato e diferentes concentracdes de
FBV (0,25, 0,50 e 0,75 g) pelo método de extrusdo com tecnologia de vibracdo e
avaliou-se a eficiéncia do encapsulamento, didmetro e densidade das particulas,
bem como a Vviabilidade do probiético encapsulado sob condi¢cdes de
armazenamento por 30 dias a -18, 4 e 25 °C e durante a simulacdo do fluido
gastrico. De acordo com o0s resultados, o método apresentou alta eficiéncia de
encapsulamento (> 95 %) e provou nao ser danoso para 0s microrganismos. As
capsulas obtidas apresentaram diametro na faixa de 2,61 a 3,49 mm e a densidade
aparente foi de 0,98 a 1,02 g/mL. Verificou-se também que para o armazenamento a
sobrevivéncia dos microrganismos melhorou significativamente ao utilizar 0,50 e
0,75 g de FBV no revestimento das capsulas. Ja na presenca do fluido gastrico
simulado, capsulas com 0,75 g de FBV destacou-se na protecdo das células,
restringindo de maneira mais eficiente a perda da viabilidade celular, pois até 68 %
das células mantiveram-se viaveis apdés exposicdo a condicdo adversa. Sendo
assim, conclui-se que a FBV, quando associada ao alginato de sodio, possui
potencialidade na protecéo de L. reuteri co-encapsulados.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; Prebidticos; Probiéticos; Simbiose; Capsulas.
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RAMOS, M. S. Viability study of Lactobacillus reuteri co-encapsulated in
alginate matrix and green banana flour by extrusion with vibration technology.
Itapetinga — BA: UESB, 2022. 64 p. Dissertation (Master in Engineering and Food
Sciences).

ABSTRACT

The awareness of the importance that food has on health has been stimulating the
search for healthy foods. Among these foods, prebiotics and probiotics stand out,
substances that can provide benefits to consumers, such as the proper functioning of
the body and reduction of risks in the development of various diseases. However, the
viability of probiotics can drastically reduce during processing, storage and food
transit through the human gastrointestinal tract, preventing it from acting in a relevant
way on the host. An alternative and promising way to provide greater protection in
the delivery of microorganisms to the consumer is encapsulation. Thus, this work
aimed to evaluate the influence of green banana flour (GBF), food with prebiotic
properties, combined with sodium alginate as coating materials in the co-
encapsulation of the probiotic Lactobacillus reuteri. For that, capsules with alginate
and different concentrations of GBF (0,25, 0,50 and 0,75 g) were produced by the
extrusion method with vibration technology and the encapsulation efficiency,
diameter and density of the particles, as well as the viability of the encapsulated
probiotic under storage conditions for 30 days at -18, 4 and 25 °C and during gastric
fluid simulation. According to the results, the method showed high encapsulation
efficiency (> 95 %) and proved not to be harmful to microorganisms. The capsules
obtained had a diameter ranging from 2,61 to 3,49 mm and the apparent density was
from 0,98 to 1,02 g/mL. It was also verified that for the storage the survival of the
microorganisms improved significantly when using 0,50 and 0,75 g of GBF in the
coating of the capsules. In the presence of simulated gastric fluid, capsules with 0,75
g of GBF stood out in protecting the cells, more efficiently restricting the loss of cell
viability, as up to 68 % of the cells remained viable after exposure to the adverse
condition. Therefore, it is concluded that GBF, when associated with sodium alginate,
has the potential to protect co-encapsulated L. reuteri.

Keywords: Functional foods; Prebiotics; Probiotics; Symbiosis; Capsules.
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1. INTRODUCAO

O constante aumento na expectativa de vida, preocupacdo com a saude e
consciéncia da relevancia que uma boa alimentacdo tem sobre as condi¢cbes de
bem-estar global do individuo, sdo fatores que estimulam a busca por produtos
saudaveis (KARELAKIS et al., 2020).

Dentre os alimentos que recebem a classificacdo de saudaveis, destacam-se
os alimentos funcionais, que além de seu aporte nutritivo, também contribuem com
beneficios a saude, devido conterem em sua composi¢cdo moléculas biologicamente
ativas capazes de atuar no metabolismo humano. Prebidticos e probidticos séo
exemplos de substancias com propriedades funcionais de extrema importancia para
a industria alimenticia (GRANATO et al., 2020).

Prebidticos podem ser compreendidos como componentes alimentares néo
digeriveis que estimulam seletivamente o crescimento e a atividade dos probioticos
no trato gastrointestinal, causando efeitos na saude do hospedeiro. Inulina, fruto-
oligossacarideos, galacto-oligossacarideos e amido resistentes sdo 0s principais
prebioticos utilizados na industria de alimentos (GUIMARAES et al., 2020).

Probiéticos podem ser definidos como suplementos dietéticos que contém
cepas microbianas vivas capazes de colonizar o trato gastrointestinal humano e
conferir uma influéncia benéfica na fisiologia do hospedeiro, como melhorar a saude.
Tais microrganismos, ampliam os efeitos fisiolégicos benéficos da microbiota
intestinal, aumentando a estabilidade ou promovendo sua recuperagdo, quando esta
se encontra em desequilibrio (SHARIFI-RAD et al., 2020).

Para que os efeitos benéficos sejam obtidos, as células probi6ticas devem
permanecer viaveis durante o processamento e armazenamento do alimento, além
de resistir a passagem pelo trato gastrointestinal humano. Lactobacillus e
Bifidobacterium s&do os géneros de bactérias probidticas mais usadas como
adjuvantes alimentares (PINTO et al., 2020).

Todavia, existem fatores, como oxigénio, pH, temperatura, estresse
osmatico, alta acidez estomacal, elevada concentracdo de sais biliares e presenca
de enzimas digestoérias, que tornam o ambiente desafiador para a sobrevivéncia dos

probioticos. Dessa forma, distintas estratégias sdo estudadas e empregadas na
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intencdo de aumentar a viabilidade desses microrganismos em situagdes
desfavoraveis em que sao expostos (CORONA-HERNANDEZ et al., 2013).

Uma alternativa promissora € o encapsulamento, que consiste em aprisionar
0S microrganismos em pequenas capsulas formadas por meio de um revestimento
escolhido criteriosamente, fornecendo maior protecdo e resisténcia durante o
processamento, armazenamento e transito pelo trato gastrointestinal (GANDOMI et
al., 2016).

O alginato de sodio é um biopolimero amplamente utilizado no
encapsulamento de bactérias e isso se deve a sua condicdo de geleificacdo na
presenca de ions divalentes e baixa temperatura, ser um bom estabilizante de
emulsdes, possuir baixo custo e ser atdéxico. No entanto, ndo existe um material de
revestimento que proteja por total a viabilidade dos microrganismos. Em vista disso,
a combinacdo do alginato com outro material de revestimento, originando um co-
encapsulamento, pode melhorar a viabilidade celular e fornecer maior controle de
liberacdo dos probioticos encapsulados (SERRANO-CASAS et al, 2017,
GAUDREAU et al., 2016).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
da farinha de banana verde (FBV), alimento com propriedades prebioticas,
combinada com alginato de sédio como materiais para o co-encapsulamento de
Lactobacillus reuteri por extrusdo com tecnologia de vibracéo, visando sua aplicacao

industrial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Alimentos funcionais

Apesar de ser um termo popular na midia social e cientifica, ainda néo existe
uma definicdo Unica e universal para alimentos funcionais. O Japao foi o primeiro
pais a formular um processo de aprovacdo regulatéria especifica para alimentos
funcionais e o Ministério Japonés de Saude, Trabalho e Bem-estar, refere-se a
alimentos funcionais como “alimentos contendo ingrediente(s) com fungbes para a
saude e oficialmente aprovados para reivindicar seus efeitos fisiolégicos no corpo
humano, destinado a ser consumido para a manutencdo/promocdo da saude ou
usos especiais de salde por pessoas que pretendam controlar as condi¢cdes de
saude” (MARTIROSYAN; SINGHARAJ, 2016).

Para a Comissao Europeia, o conceito de alimento funcional é “produto
alimentar que, juntamente com o impacto nutricional basico, tiver efeitos benéficos
em uma ou mais fungbes do organismo humano, melhorando assim as condi¢des
fisicas gerais e/ou diminuindo o risco da evolugao de doengas” (ORRU et al., 2018).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
Resolucdo n° 18 de 30 de abril de 1999, estabeleceu a definicdo de que “alimentos
ou ingredientes alimentares com propriedades funcionais pode, além de funcdes
nutricional basica, quando se tratar de nutriente, produzir efeitos metabdlicos e/ou
fisiol6égicos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisao
médica” (BRASIL, 1999).

Dentre os beneficios, temos a prevencdo de alguns problemas de saude,
como hipertenséo, hipercolesterolemia, hiperglicemia, obesidade, riscos de doencas
cardiovasculares e cancer, além de fornecer ao corpo quantidades necessarias de
nutrientes essenciais. Tais fatores impulsionam o interesse por alimentos funcionais,
devido a uma maior conscientizacdo em relacéo a alimentacédo e saude, visto que a
alimentacdo fornece os nutrientes indispensaveis a manutencdo do organismo,
mantendo-o em equilibrio e permitindo uma melhor qualidade de vida (KAUR;
SINGH, 2017).

Dessa forma, produtos alimenticios funcionais tém provocado mudancas

positivas no estilo de vida de muitos individuos, o que levou a formacgao de um nicho
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de mercado especialmente lucrativo para a inddstria alimenticia, que vem crescendo
globalmente. Dado que, a tendéncia no cenario atual é o desejo dos consumidores
por alimentos e ingredientes produzidos e processados de forma sustentavel e
segura, praticos, em razdo do dia-a-dia e naturalmente funcionais (MIROSA;
MANGAN-WALKER, 2018).

Dentro deste grupo de alimentos, os mais comuns no mercado por conta de
suas fungbes séo o iogurte (promove a saude digestiva), cereais (promove a saude
cardiaca) e os ingredientes alimentares potencialmente funcionais mais difundidos
sdo os &cidos graxos poli-insaturados, antioxidantes, prebidticos, probidticos e
simbi6ticos (GRANATO et al., 2020).

2.2. Prebiodticos

A primeira definicdo de prebidticos surgiu em 1995, por Gleen Gibson e
Marcel Roberfroid e ndo sofreu alteracbes por mais de 15 anos. Em 2008, a
Associacdo Cientifica Internacional de Probiéticos e Prebidticos (ISAPP) atualizou o
conceito dos prebioticos dietéticos como ingredientes alimentares ndo digeriveis,
fermentados seletivamente e que resultam em mudancas especificas na composicao
e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo beneficios sobre a satde do
hospedeiro (GIBSON et al., 2017).

A microbiota gastrointestinal € composta por trilhées de microrganismos, de
varias espécies diferentes, € altamente dindmica e influenciada por fatores como
idade, dieta e medicamentos. Apesar de ser complexa e diversa, € considerada
excepcionalmente estavel em composicdo e funcdo, atuando ativamente em
processos biolégicos como na utilizacdo de nutrientes, resisténcia a infecgdes,
maturacdo do sistema imunoldgico e eficiéncia metabdlica geral (KHAN et al., 2020).

As alteracBes composicionais ou metabdlicas, promovidas pelos prebiéticos,
na microbiota gastrointestinal, sdo consideradas, atualmente, estratégias
convincentes que visam reverter a disbiose intestinal, que € um desequilibrio da
microbiota responsavel por manifestar varias doencgas infecciosas, metabolicas e
imunomediadas, como desnutricdo, cancer, doenga renal cronica, obesidade e

diabetes, esclerose multipla e alergias alimentares (VON MARTELS et al., 2017).
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No caso da disbiose, os prebidticos fornecem substratos ndo digeriveis para
microrganismos residentes da microbiota que ao fermenta-los, obtém sua energia de
sobrevivéncia e produzem metabdlitos (vitaminas e acidos organicos, como acidos
graxos de cadeia ramificada e de cadeia curta (AGCC)), que possuem efeitos
fisiologicos benéficos, com fortes implicacdes para a saude (DAVANI-DAVARI et al.,
2019).

Entre os AGCC, o acetato € utilizado diretamente como fonte de energia ou
precursor para a sintese de moléculas complexas pelo figado, musculo e outros
tecidos periféricos. O butirato € utilizado como fonte de energia pelas células
epiteliais do intestino e possui propriedades anticancerigenas e anti-inflamatorias. Ja
0 propionato € utilizado pelo tecido adiposo e pelo figado e também tem potencial
anti-inflamatério, além de desempenhar papel na sensacédo de saciedade e melhorar
a sensibilidade a insulina (BINDELS et al., 2015; BINDELS et al., 2013).

Os prebidticos mais comumente usados sdo os carboidratos do tipo
oligossacarideos nao digeriveis, a inulina e alguns fruto-oligossacarideos sao
exemplos de compostos que pertencem a este grupo. A inulina encontra-se
distribuida na natureza como carboidratos de armazenamento de plantas e a maior
parte comercialmente disponivel é extraida das raizes de chicoria. Os fruto-
oligossacarideos sao amplamente distribuidos em plantas como cebola, aspargo,
chicéria, alcachofra de Jerusalém, alho, trigo, aveia e também podem ser produzidos
comercialmente por meio de reacdes de transferéncia enzimatica de acucares de
baixo peso molecular ou por hidrélise de polissacarideos (fibras alimentares, amido)
(SARAO; ARORA, 2017).

No entanto, para um composto ser classificado como prebidtico e
proporcionar os beneficios supracitados, alguns parametros devem ser atendidos,
como: resisténcia a acidez gastrica, hidrolise enzimatica e absor¢éo gastrointestinal;
capacidade de ser fermentado pela microbiota intestinal e estimular seletivamente o
crescimento e/ou atividades de bactérias intestinais associadas a saude e ao bem

estar (GIBSON et al., 2017).
2.2.1. Fibras alimentares

As fibras alimentares, também nomeadas de fibras dietéticas, sdo

compostos de origem vegetal constituido por polimeros de carboidratos, com trés ou
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mais unidades monoméricas, e mais lignina (polimero de fenilpropano) e podem ser
subdividida em fibras sollveis e insollUveis, com base nas propriedades quimicas,
fisicas e funcionais (WILLIAMS et al., 2017).

As fibras soluveis abrangem fibras viscosas, como inulina, fruto-
oligossacarideos, pectina, goma, mucilagem e fibras ndo viscosas, como
hemicelulose. Tais fibras sdo a parte comestivel das plantas, capazes de absorver
agua para formar solucdo ou gel viscoso, que aumentam o tempo de transito dos
alimentos, retardam o esvaziamento gastrico, diminuem a absorcdo de nutrientes e
atrasam a digestdo. Ao passo que, as insoluveis, que incluem algumas
hemicelulose, celulose e lignina, ndo dissolvem em &agua e nos fluidos gastricos-
intestinais, passando pelo trato digestivo praticamente intactas, promovendo menor
tempo de transito e desenvolvimento de fezes volumosas, além de aliviar a
constipacdo intestinal (GONZALEZ-AGUILAR; BLANCAS-BENITEZ; SAYAGO-
AYERDI, 2017).

Tanto as fibras sollveis quanto insolUveis, desempenham papéis
importantes para a saude digestiva, pois sdo resistentes a acdo das enzimas e nao
sdo hidrolisadas no estémago, além de atuarem como substrato para a microbiota
intestinal. Ao compara-las, as fibras sollveis sdo fermentadas com mais facilidade e
rapidez pelas bactérias e, portanto, tém algumas funcfes e beneficios prebidticos,
enguanto as nao solluveis apresentam baixa fermentabilidade (PADAYACHEE et al.,
2017).

Reducdo do desenvolvimento de doencas (arterial coronariana, acidente
vascular cerebral, hipertensdo arterial, diabetes, desordens gastrointestinais),
melhoria dos niveis lipidicos séricos, funcionamento do sistema imunoldgico e
reducdo do peso corporal sdo exemplos dos iniumeros beneficios relacionados ao
consumo adequado de fibras. No entanto, a quantidade consumida pela populagéao
ainda € menor em relacdo a quantidade recomendada (individuos com idade entre
19 e 50 anos, recomenda-se: 25 gramas / dia para mulheres e 38 gramas / dia para
homens) (SOLIMAN, 2019).

As fibras alimentares insolUveis sdo encontradas em gréos inteiros, trigo,
farelos, nozes e sementes, bem como algumas frutas e vegetais. Para fibras

sollveis, exemplos de alimentos sdo vegetais (cenoura, brocolis, cebola e

19



alcachofra), legumes (aveia e cevada) e frutas (macga, péra e banana) (SOLIMAN,
2019). Ambas fibras s&o encontradas simultaneamente em farinhas integrais (farinha
de trigo, farinha de aveia, farinha de arroz, farinha de chia, farinha de linhaca, farinha
de banana verde, entre outras), opcdo rica em vitaminas, proteinas, minerais e
especialmente, fibras (YANG et al., 2017).

2.2.1.1. Farinha de banana verde

A farinha de banana verde é obtida por meio de secagem natural ou artificial
da banana verde ou semi-madura e sua qualidade, ou seja, as melhores
caracteristicas fisico-quimicas, tecnolégicas e funcionais estao relacionadas com o
tipo de cultivar ou variedade da fruta, presenca ou auséncia de casca, método de
desidratacdo e condi¢cdes de operacdes do equipamento (BEZERRA et al., 2013).

A polpa da banana verde trata-se de uma massa com baixo teor de
acucares, palatabilidade desagradavel, em virtude da dureza e adstringéncia
decorrente da presenca de taninos e rica em carboidratos indigeriveis,
especialmente fibra alimentar (14,5 g/100 g) e amido resistente (17,5 g/100 Q)
(RAYO et al., 2015).

O amido resistente € o0 componente mais importante da banana verde,
definido como uma porcdo do amido que néo é digerido pelas enzimas digestivas e
passa para o colén para ser fermentado pela microbiota intestinal, produzindo AGCC
e implicando em efeitos positivos para a saude. Esse tipo de amido tém sido o foco
de uma énfase crescente de pesquisa, ganhando reconhecimento como fonte de
fibras alimentares e como alimento funcional (ALMEIDA-JUNIOR et al., 2017; BIRT
et al., 2013).

Visando os beneficios a saude ao consumir fibras alimentares e amido
resistente, como efeitos de reducdo do colesterol, triglicerideos e aumento da
saciedade, a producdo de FBV vem sendo considerada um produto interessante
para industrializacdo, porque além dos beneficios nutricionais, diminui as perdas
pos-colheita (FALCOMER et al., 2019).

Os maiores produtores de banana séo a india e a China, com, em média, 29
e 11 milhdes de toneladas por ano, respectivamente. O Brasil ocupa a quinta
posicdo, com producdo em torno de 7 milhdes de toneladas por ano. No entanto,

20



cerca de um quinto de toda banana colhida € desperdicada e os frutos rejeitados
normalmente sao descartados inadequadamente (FAO, 2021; RAYO et al., 2015).

Portanto, a fabricacio da FBV atenua essa problematica e
consequentemente, prologa a shelf-life e agrega valor a fruta, j& que o processo de
obtencdo do produto ndo se utiliza bananas maduras. Além disso, a banana é um
alimento que apresenta baixo custo e sua utilizacdo é de praticamente 100%, ou
seja, aproveita-se desde a casca até a polpa (RAYO et al., 2015).

A farinha da banana verde é vastamente utilizado como ingrediente na
elaboracao de diversos produtos alimenticios, como pées, bolos, biscoitos barras de
cereais, macarrdo, entre outros e destaca-se por ser um alimento sem gluten,
possibilitando sua utilizacdo em produtos destinados a pessoas que sédo portadoras
da doenca celiaca (SARDA et al., 2016; ZANDONADI et al., 2012).

Devido aos altos teores de amido resistente a digestdo humana e sua
capacidade de passar pelo intestino delgado sem ser degradado, outra
aplicabilidade da FBV que vem ganhando destaque, é no encapsulamento de
diversos produtos, incluindo microrganismos probiéticos, protegendo-os e
contribuindo para um melhor desenvolvimento metabdlico, exibindo acao prebiotica
(BUSANELLO et al., 2019).

2.3. Probid6ticos

O termo probiotico foi utilizado pela primeira vez por Parker para definir
substancias e organismos que contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal.
Porém, essa definicdo foi considerada muito ampla e Fuller modificou para
microrganismos vivos que influenciam positivamente a saude do hospedeiro,
melhorando o equilibrio intestinal. Em 2014, a ISAPP atualizou o conceito e definiu-
se probidticos como microrganismos vivos, que ao serem administrados em doses
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (ZENDEBOODI et al.,
2020).

Os probidticos promovem beneficios a salde humana, inibindo o
crescimento de bactérias patogénicas, por meio da capacidade de competir por
nutrientes para o crescimento e proliferacédo, que seriam utilizados pelos patdogenos

e de secretar algumas substancias, como bacteriocinas e acidos organicos, que
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atuam como agentes antimicrobianos. Dessa forma, conseguem estimular no
intestino um maior crescimento de bactérias benéficas em comparacéo as bactérias
patogénicas (GALDEANO et al., 2019).

Para exibir impactos benéficos a saude, com seguranca e eficacia, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) juntamente com a Organizacdo para
Alimentagdo de Agricultura das Nagfes Unidas (FAO) estabeleceu varios critérios
gue devem ser atendidos pelos microrganismos probioticos. Dentre as exigéncias,
incluiu-se resisténcia a passagem pelo trato gastrointestinal, capacidade de aderir as
células epiteliais, se multiplicar, colonizar e exercer suas fun¢des no intestino (DE
MELO PEREIRA et al., 2018).

Entre os microrganismos que possuem propriedades probidticas estdo as
bactérias lacticas (BAL), como Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Streptococcus
spp., e Bifdobacterium spp., que possuem as seguintes caracteristicas: gram-
positivas, morfologia de cocos ou bastonetes, ndo formadoras de esporos, nao
produtoras de catalase, tolerantes a acidos e microaeréfilas (crescem em condicdes
anaerobias, mas sdo tolerantes ao oxigénio). Outra forma de caracterizacdo desses
microrganismos, € pela producédo de acido latico como principal produto metabdlico
da fermentacdo de carboidratos. Quando produzem somente acido latico, séo
homofermentativas e quando produzem, além do acido latico, diéxido de carbono,
acido acético, etanol, entre outros, sdo heterofermentativas (MORA-VILLALOBOS et
al, 2020).

No género Lactobacillus estao incluidas mais de 200 espécies com atividade
probidtica, destacando-se L. acidophilus, L. rhamnosus, L. bulgaricus, L. casei e L.
reuteri. Tais microrganismos sao encontrados em habitats ricos em nutrientes
associados a produtos alimenticios fermentados, também podem ser encontrados no
sistema gastrointestinal de humanos e animais em quantidades variaveis,
dependendo da espécie, idade do hospedeiro ou localizagéo no intestino (DUAR et
al., 2017).

L. reuteri, foi caracterizada, por meio de diversos estudos, como espécie que
atende os pré-requisitos para ser reconhecida como probidtico em potencial. Elas
sao capazes de colonizar naturalmente o trato gastrointestinal, resistir a uma ampla

variedade de ambientes com pH baixo, inibir o desenvolvimento de patbégenos e

22



secretar metabdlitos antimicrobianos, que contribuem para diversos efeitos
benéficos na saude do hospedeiro, como prevencdo e/ou melhoria de diversos
disturbios (MU; TAVELLA; LUO, 2018).

Para exercer tais funcbes, os microrganismos devem estar presentes em
concentracdes maiores que 10° unidades formadoras de colénias por mL ou g de
alimento (UFC / mL ou g), para garantir sua chegada ao célon humano e
subsequente colonizacdo (DODOO et al., 2017).

No entanto, as bactérias probioticas sdo submetidas a diversas condicdes
adversas, tanto nas operagOes de processamento (incluindo oxigénio, pH,
temperatura, estresse osmético) quanto na passagem pelo ecossistema
gastrointestinal (alta acidez estomacal, elevada concentracdo de sais biliares e
presenca de enzimas digestorias), até a chegada ao intestino, que resultam na
reducdo de células bacterianas viaveis (MBYE et al., 2020).

Existem preocupacbes e questionamentos relacionados a eficacia dos
produtos probidticos comerciais, pois bactérias benéficas podem nao sobreviver a
condi¢cbes limitantes em que sdo submetidas. Dessa forma, estratégias tém sido
desenvolvidas com o objetivo de aumentar a estabilidade e manter a viabilidade dos
probiéticos durante a vida util dos alimentos e passagem pelo intestino humano, ja
que os microrganismos sao de grande interesse industrial, tecnolégico e nutricional
(ANSELMO et al., 2016; CORONA-HERNANDEZ et al., 2013).

Um dos métodos que tem se destacado de maneira eficaz na protecédo de
células probiéticas é o encapsulamento (SIPAILIENE; PETRAITYTE, 2018; COOK et
al., 2012).

2.4. Encapsulamento

O encapsulamento € um processo no qual particulas, denominadas nucleo
ou principio ativo, sdo envoltas por um revestimento, ou incorporadas em um filme
homogéneo ou heterogéneo de matriz polimérica, resultando em uma pequena
esfera, que pode variar o tamanho de nanémetros a milimetros. Sua finalidade é
empacotar o nucleo, seja na forma sélida, liquida ou gasosa e estabelecer uma
barreira seletiva entre o nucleo e o ambiente externo, protegendo-o de condi¢cbes

adversas. Outras vantagens do encapsulamento sdo: permite a liberagéo controlada
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ou prolongada dos materiais encapsulados, mascara sabor e odor indesejaveis,
controla reacdes de oxidacao e estende a vida util (BAH; BILAL; WANG, 2019).

Esta técnica é amplamente utilizada em diversas areas, principalmente na
farmacéutica e médica. Na industria alimenticia, vem sendo considerada como uma
alternativa viavel na protecéo de células probitticas, pois aumenta a resisténcia das
células durante o armazenamento dos produtos e promove bom transito
gastrointestinal e, consequentemente, reduz a perda da atividade celular. No
entanto, a taxa de sucesso alcancada ainda € limitada, uma vez que nao existe
método de encapsulamento e nem material de revestimento que garanta a
viabilidade total dos microrganismos. Dessa forma, a escolha da metodologia e dos
materiais utilizados deve ser feita através de avaliacdo criteriosa para que taxas de
sucesso mais relevantes sejam obtidas (COOK et al., 2012; RASHIDINEJAD et al.,
2020).

Os métodos de encapsulagdo envolvem varios principios fisicos e quimicos,
incluindo processos de alta temperatura, como spray drying e processos de baixa
temperatura, como liofilizacdo, emulsificacdo, extrusdo, gelificacdo e atomizacéo
eletro-hidrodindmica. Cada um desses métodos possui seus proprios pontos
positivos e negativos no encapsulamento, como facilidade de uso, protecdo do
nacleo, biocompatibilidade, custo, utilizacdo de solventes organicos, entre outros.
Mas, na producéo de capsulas contendo células probioticas, destaca-se os métodos
de spray drying, liofilizacdo, emulsdo e extrusdo (PECH-CANUL et al., 2020).

Spray drying é uma técnica que consiste na atomizacdo de uma solucdo ou
suspensao liquida em pequenas goticulas, seguida de secagem em uma corrente de
ar guente, gerando como produto particulas esféricas porosas secas contendo o
ndcleo incorporado no material de parede. Este método tem sido aplicado com
sucesso no encapsulamento de ingredientes alimenticios, pois permite a formacéo
de capsulas de alta qualidade e estabilidade por meio de um processo continuo e
com capacidade de produgédo em escala industrial. Como desvantagem, encontra-se
a utilizacdo de temperaturas elevadas durante o processo (DI BATTISTA et al.,
2017).

Na técnica de liofilizagdo, um liquido contendo o material de revestimento e

0 nucleo sdo congelados em temperaturas extremamente baixas e depois sublimado
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em ambiente sob alto vacuo. As vantagens dessa técnica é o curto tempo do
processo e boa taxa de sobrevivéncia dos microrganismos. No entanto trata-se de
em método de custo elevado e a formacao de cristais de gelo extracelulares resulta
em alguns danos a parede da célula probiotica (RASHIDINEJAD et al., 2020).

No método de emulsdo, a fase descontinua (nucleo e o material de
revestimento) interage com a fase continua (6leo) e o emulsificante para formar uma
emulsdo agua / 6leo. Depois disso, um agente geleificante é necessario para formar
particulas de gel. A principal vantagem da emulsificacdo é a capacidade de formar
capsulas pequenas e como desvantagem temos a formacdo de capsulas com
formas e tamanhos desiguais, os danos causados as cépsulas por meio de sua
separacdo das diferentes fases e o desperdicio de 6leo, mesmo em escala
laboratorial (HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2012).

No encapsulamento por extrusdo, uma solucdo contendo o material de
revestimento e o nucleo é gotejada em uma solucdo de endurecimento que sao
imediatamente transformadas em capsulas. As principais vantagens sao a
simplicidade de operacdo, bom desempenho em ambiente laboratorial, baixo custo e
alta viabilidade celular e as desvantagens sdo tamanho e formato das cépsulas,
duracéo do processo e dificuldade de aplicacdo em escala industrial, devido a lenta
formacao dos granulos (RAMOS et al., 2018).

2.4.1. Encapsulamento de probidticos por extrusao

O processo de extrusdo € amplamente utilizado no encapsulamento celular
para 0 aprisionamento de probidticos, pois ndo requer utilizacdo de altas
temperaturas e solventes organicos. Lee et al. (2019), utilizaram o encapsulamento
por extrusdo para verificar a acdo protetora das capsulas na sobrevivéncia de L.
acidophilus quando expostas as condi¢fes intestinais simuladas. Eckert et al. (2018)
desenvolveram capsulas utilizando o método de extrusdo para avaliar os efeitos na
protecdo da viabilidade de L. paracasei, L. pentosus e L. plantarum ao serem
armazenados em temperatura de refrigeragdo e durante exposicdo a condigdo
simulada do trato gastrointestinal. Darjani e colaboradores (2016) investigaram o
efeito do encapsulamento por extrusdo na morfologia, tamanho das particulas e na

viabilidade de L. casei durante exposi¢ao as condigdes gastrointestinais.
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Ao usar esta técnica, uma solugdo encapsulante € misturada com uma
suspensao de células e, em seguida, essa mistura sofre extrusdo gota a gota,
através de uma seringa ou bocal do equipamento, em uma solucdo de
endurecimento, geralmente cloreto de calcio (CaCl,), resultando na formacéo
instantdnea das capsulas que aprisionam as bactérias probioticas (Figura 1) (SILVA
et al., 2016).

Figura 1. Esquema do método de extrusdo para o encapsulamento de probiéticos.

Solugdo " Probidticos
encapsulante
~ \/

Mistura da solucdo
encapsulante + probidticos

w— Extrusao

Capsulas

Solucéo de
endurecimento (GaCly)

Fonte: Adaptado de ETCHEPARE et al., 2015a; ETCHEPARE et al., 2015b.

No entanto, a extrusdo manual gera capsulas com diferentes tamanhos e
formatos, devido as vibracfes naturais e irregulares, o que néo é desejavel. A fim de
melhorar essa problemética, a tecnologia de vibragdo foi combinada ao método de
extrusdo. O principio consiste na quebra do jato laminar pela aplicagcdo de uma
frequéncia vibracional, gerando capsulas de tamanhos e formas homogéneas
(SILVA et al., 2018).

Aléem da tecnologia de vibracdo, existem outras formas de controlar o
tamanho das capsulas, como: viscosidade da solugdo encapsulante (maior
viscosidade, menor efeito da vibracdo e maior probabilidade de entupimento do

bocal, que determina o tamanho das capsulas e baixa viscosidade limita a producéo
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de capsulas completamente esféricas), diametro do bico de extrusdo (varia de 50 a
1000 pm) e distancia entre o gotejamento da solucdo encapsulante até a solucéo de
endurecimento (5 a 10 cm) (FANGMEIER et al., 2019).

2.4.2. Materiais de revestimento

A escolha do material de revestimento € um requisito importante para a
encapsulacdo, pois tem impacto direto na eficiéncia e estabilidade das capsulas.
Uma ampla variedade de materiais encontra-se disponivel e para ser considerado
ideal, o material deve apresentar as seguintes caracteristicas (PECH-CANUL et al.,
2020):

- Baixa viscosidade em concentracfes elevadas e facil manipulacdo durante
O processo;

- Baixo custo;

- N&o reagir com o nucleo;

- Possuir habilidade de selar e segurar o nucleo dentro da estrutura da
capsula;

- Liberar completamente o solvente ou outros materiais utilizados durante o
encapsulamento;

- Proporcionar maxima protecao ao nucleo contra condi¢des adversas, como
pH, luz, oxigénio e ingredientes reativos;

- Ter solubilidade em solventes comumente utilizados;

- Possuir propriedades desejadas de liberacdo do nucleo;

- Ser de grau alimentar e apresentar sabor e odor suaves, para que possa
ter aplicacdo em alimentos.

Existem diversos materiais de revestimento que podem ser utilizados na
encapsulacdo de substancias, como polissacarideos (alginato, pectina, carragenina,
goma xantana, goma gelana, goma arabica, quitosana, amido, maltodextrinas, etc.),
proteinas de origem vegetal (milho, ervilha, trigo e proteina de soja) e de origem
animal (gelatina, caseina, concentrado de proteina de soro de leite, isolado de
proteina de soro de leite, clara de ovo e caseinatos), lipideos de origem vegetal
(girassol, milho ou azeite) e de origem animal (6leo de peixe, manteiga ou 6leo de
porco). Entretanto, na producdo de capsulas contendo células, o alginato € o

material encapsulante mais comumente utilizado, gracas as suas propriedades de
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capacidade de gelificacdo, compatibilidade com o meio ambiente, ndo toxico, baixo
custo, sustentavel e biodegradavel (PAVLI et al., 2018; QUIROS-SAUCEDA et al.,
2014).

Qi et al. (2020), produziram capsulas de L. rhamnosus usando alginato de
sédio como estrutura principal das particulas de hidrogel. Darjani et al. (2016), ao
fabricarem capsulas de L. casei empregaram alginato de sédio como material de
revestimento. Xu et al. (2016), realizaram o encapsulamento de L. casei com
alginato de sédio por meio da tecnologia de extrusdo. Shi e colaboradores (2013),
utilizaram alginato de so6dio no encapsulamento do probiotico L. bulgaricus para
melhorar a sobrevivéncia do microrganismo.

O alginato € um heteropolissacarideo ndao ramificado, extraido da parede
celular de algas marrons (Laminaria spp.) e formado por ligagdes 3 (1,4) de acido-D-
manurdnico (M) e acido-L-gulurénico (G) unidos por ligagdes a (1,4) (Figura 2)
(DODERO et al., 2019).

Figura 2. Estrutura quimica do alginato.
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Fonte: COOK et al., 2012.

No encapsulamento por meio do método de extrusdo, ao gotejar a solucéo
de alginato de sédio em uma solucdo de endurecimento, ocorre a formacdo das
capsulas. Isso acontece devido a troca de ions de sédio do a-L-gulurénico presente
no alginato com o cation divalente presente na solu¢cdo de endurecimento,
transformando, assim, sua estrutura linear em uma estrutura tridimensional (Figura
3) (ATENCIO et al., 2020).
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Figura 3. Esquema de formacéo das capsulas pelo método de extrusdo utilizando
alginato de sédio como material de revestimento.
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Fonte: Adaptado de MACIEL, 2013.

No entanto, o alginato de sodio apresenta algumas limitacbes, como
instabilidade em ambientes acidos e estrutura porosa. Mas essas desvantagens
podem ser solucionadas ao utilizar a combinacdo de dois ou mais materiais de
revestimento, originando um co-encapsulamento (LIU et al., 2017; SIMO et al.,
2017).

Na encapsulacdo de probidticos, ingredientes alimentares ndo digeriveis,
como prebidticos, sdo indicados como materiais co-encapsulantes eficazes, devido
aos efeitos sinérgicos que eles proporcionam. O efeito sinergético consiste na
juncdo de dois ou mais compostos para produzir um efeito maior do que aqueles
produzidos pela soma de todos os componentes individuais. Dessa forma, a
presenca do prebidtico na solucédo encapsulante melhora a estabilidade e viabilidade
dos probidticos durante a passagem pelo trato gastrointestinal, no armazenamento e
consumo de produtos alimenticios, além dos beneficios adicionais que proporcionam
a saude (CHAWDA et al., 2017; RASHIDINEJAD et al., 2020).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia da FBV, alimento com propriedades prebidticas,
combinada ao alginato de s6dio como materiais para 0 co-encapsulamento de L.

reuteri por extrusdo com tecnologia de vibracédo, visando sua aplicag&o industrial.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar as diferentes concentracbes de FBV sobre formato, tamanho e
estabilidade das cépsulas;

- Avaliar a viabilidade celular do L. reuteri encapsulado com alginato de
sédio e combinado com FBV em diferentes concentracdes, em relacdo as células
livres, logo depois de serem produzidas;

- Avaliar a viabilidade celular do L. reuteri encapsulado armazenado a -18, 4
e 25 °C em relagdo as ceélulas livres nas mesmas condi¢ges de armazenamento;

- Avaliar a viabilidade celular do L. reuteri encapsulado frente as condi¢cdes

do fluido gastrico simulado em relacao as células livres.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local de realizagao

O trabalho foi conduzido nos Laboratorios de Andlise de Alimentos,
Microbiologia e Residuos Agroindustriais da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB) — Campus Itapetinga, no periodo de abril de 2020 a fevereiro de 2022.

4.2. Materiais

Acido cloridrico (HCI) (Ecibra, Brasil), Agar Bacteriologico (Acumedia,
Estados Unidos), Alginato de sodio ((C¢H;OsNa)x) (Exodo Cientifica, Brasil), Caldo
Man-Rogosa-Sharp (MRS) (Acumedia, Estados Unidos), Citrato de sdédio
(Na3CsHs07) (LABSYNTH, Brasil), Cloreto de célcio (CaCl,) (VETEC Quimica Fina,
Brasil), Cloreto de sodio (NaCl) (VETEC Quimica Fina, Brasil), Glicerol (C3Hs(OH)s3)
(VETEC Quimica Fina, Brasil), Pepsina (Marcela Dourada, Brasil). Farinha de
banana verde da variedade Terra Anad foi fornecida pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Mandioca e Fruticultura, localizada na cidade
de Cruz das Almas — BA. ProVance (Aché, Brasil) foi obtido em farméacia na cidade

de Itapetinga — BA.

4.3. Microrganismo e condigdes de cultivo

O microrganismo utilizado neste estudo, L. reuteri DSM 17938, foi obtido
através do medicamento comercial ProVance. Para isso, um comprimido foi
dissolvido em 25 mL de caldo MRS esterilizado a 121 °C por 15 min e incubado em
estufa incubadora refrigerada tipo BOD, modelo CE-300/350 (Cienlab, Brasil) a 37
°C por 24 h sem agitacdo. Apds esse periodo, placas contendo meio MRS foram
estriadas por esgotamento e incubadas a 37 °C por 48 h para obtencéo de culturas
puras.

ApOs o crescimento, uma colonia isolada da placa foi inoculada em 25 mL de
caldo MRS e incubado a 37 °C por 24 h. Posteriormente, padronizou-se a densidade
optica (DO) do inbéculo a 1,000 = 0,1 no espectrofotbmetro modelo SP-22
(Biospectro, Brasil) a 600 nm, utilizando caldo MRS puro como branco. Em seguida,
as células foram colhidas em centrifuga, modelo DT-4500 (Daika), a 2150 x g por 15

min, lavadas duas vezes com solucéo salina estéril 0,9 % (p/v) e ressuspensas em 5
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mL de A&agua destilada estéril. A concentracdo celular desta suspensdo foi
determinada apos diluicbes seriadas, plagueamento em triplicata em meio MRS e
incubacdo a 37 °C por 48 h (MIRZAEI; POURJAFAR; HOMAYOUNI, 2012).
Realizou-se a contagem das unidades formadoras de colbnias (UFC), dando
preferéncia as placas que continham de 25 a 250 UFC e a populacédo de bactérias
foram expressas em Logio UFC/g de suspensdo de células probibticas livres.
Ressalta-se que essa suspensédo foi utilizada tanto para a producdo de capsulas

como para as demais analises.

4.4. Preparacdo das cpsulas

As capsulas foram produzidas através do método de extrusdo com
tecnologia de vibracdo e a composicdo dos tratamentos avaliados encontra-se na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo dos tratamentos avaliados.

Composicao

Tratamentos -
Agua Alginato Microrganismo FBV
T0 100 mL 1lg 019 -
T1 100 mL 1lg 019 0,259
T2 100 mL 1lg 019 0,50 g
T3 100 mL 1lg 019 0,759

Fonte: Prépria autoria.

Inicialmente, o alginato de sodio foi previamente solubilizado a 70 °C na
concentracéo de 1 % (p/v). Posteriormente, nos tratamentos T1, T2 e T3, adicionou-
se respectivamente, 0,25, 0,50 e 0,75 g de FBV e esterilizou-se a 121 °C por 15 min.
Apos esfriamento, incluiu-se 0,1 g da suspensdao de células probidticas livres,
contendo 1x10'* UFC/g equivalente a 11,08 Logio UFC/g, dando origem as solucées
de alimentacao para cada tratamento, conforme Figura 4.
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Figura 4. Solucdes de alimentacao para a producédo de capsulas.

= TO T1 T2 T3
/ﬂ
01g
Células 100 mL de 100 mL de 100 mL de 100 mL de
probidticas alginato (1 %)  alginato (1 %)  alginato (1 %)  alginato (1 %)
livres . . +

025gdeFBV 050gdeFBV 0759 deFBV
Fonte: Prépria autoria.
A solucdo de alimentacdo foi entdo bombeada e gotejada em solucdo de
CaCl, 10 % (p/v) mantida sob agitacio magnética, modelo 114 (Nova Etica, Brasil),
através de uma bomba dosadora peristaltica digital, modelo KRONOS 50 Full KRFM-
2 (Seko,), na seguinte condi¢ao de operacgéo: vazao: 0,33 mL/min, equivalente a 1 %
da sua taxa de fluxo maxima. Para melhorar a morfologia das capsulas, acoplou-se
uma ponteira de pipeta de 10-100 pL na mangueira da bomba e a distancia entre a

ponteira e a superficie da solucdo de CaCl, foi de 5 cm (Figura 5).

Figura 5. Producéo de capsulas a partir do método de extrusdo com tecnologia de

vibragao.
Bomba
peristaltica

0,33 mL /min i
Solugédode Cépsulas
alimentagéo 5

(Tratamentos) Solugaode
-_— cloreto de calcio

sob agitagdo
Fonte: Prépria autoria.

As capsulas resultantes permaneceram em repouso na soluc¢édo de CacCl, por
aproximadamente 30 min e, posteriormente, realizou-se a separacéo, lavagem com
solucéo salina estéril 0,9 % (p/v) e armazenamento a 4 e 25 °C em recipientes de

vidro estéreis contendo solucéao salina 0,9 % (p/v) para posterior analises. Para a
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temperatura de -18 °C, armazenou-se as cpsulas em microtubos de centrifuga
estéreis de 2 mL contendo solugdo salina 0,9 % (p/v) e glicerol (50 %). As
respectivas temperaturas simulam trés condicbes de armazenamento comuns do
dia-a-dia, refrigeracdo, temperatura ambiente e congelamento (ZAEIM et al., 2019;
DE PRISCO et al., 2015).

4.5. Eficiéncia do encapsulamento

A eficiéncia do encapsulamento de L. reuteri foi avaliada por meio da razéo
entre a concentracdo de células viaveis devidamente encapsuladas e a
concentracédo inicial de células adicionadas a solucdo de alimentacéo utilizada para
0 encapsulamento, como demonstra a Equagéo 1:

Eficiéncia (E) = M x 100 (1)
Log1oNo

Onde: N = UFC presente em 0,1 g de capsula e N, = UFC presente em 0,1 g
da solucéo de alimentacdo antes do encapsulamento.

Para isso, diluiu-se 0,1 g da solucdo de alimentacdo em tubo de ensaio
contendo 9 mL de citrato de sodio 0,1 M, agitou-se em agitador de tubos tipo vortex,
modelo AP-56 (Phoenix, Brasil), por 5 ciclos de 1 min com intervalo de 1 mim entre
cada ciclo. Realizou-se diluicGes seriadas, plagueamento em triplicata em meio MRS
e incubacdo a 37 °C por 48 h. A contagem de células foram expressas em Logio
UFC/g de solucado de alimentacdo antes do encapsulamento. Para as capsulas,
executou-se igualmente e a populacédo de células foram expressas em Logio UFCl/g
de cépsulas (ZAEIM et al., 2019).

4.6. Densidade aparente das capsulas

A densidade aparente das capsulas foi determinada pela relagdo entre seu
peso aferido em balanca semi analitica modelo AL 500C (Marte Balancas e
aparelhos de precisdo LTDA, Brasil) e o seu respectivo volume aferido em uma
proveta de 10 mL (CORDOBA; DELADINO; MARTINO, 2013).
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4.7. Medic&o do tamanho das capsulas

O diametro das cépsulas foi medido por paqguimetro digital (Pantec, Brasil) e
0s resultados expressos em milimetro (mm). Realizou-se 120 medi¢cbes para cada
tratamento testado, com finalidade de obter maior representatividade das amostras.
As curvas de distribuicdo de tamanho foram representadas graficamente pelo
Microsoft Excel (TA et al., 2021).

4.8. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As solucdes encapsulantes e as capsulas foram avaliadas por meio da
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR Cary® 630,
Agilent, Estados Unidos), sob faixa do infravermelho médio, com comprimento de
onda variando de 4000 a 600 cm™, resolucdo de 4 cm’ e 64 scans.
Aproximadamente 0,1 g das amostras foram colocadas individualmente sobre a
superficie do diamante, onde incidiam os raios na faixa do infravermelho, obtendo-se
0s espectros no modo de absorbancia. Durante a analise, a temperatura ambiente
foi mantida em torno de 25 °C (ALEHOSSEINI et al., 2019).

4.9. Avaliagcdo da viabilidade de L. reuteri livre e encapsulado durante

armazenamento a -18, 4 e 25 °C.

A viabilidade de L. reuteri livre e encapsulado, armazenados a -18, 4 e 25 °C
foi avaliada a cada 5 dias durante 30 dias consecutivos. Para isso coletou-se 0,1 g
de células livres e 0,1 g de capsulas para determinacdo da viabilidade celular. As
amostras coletadas foram solubilizadas, individualmente, em tubos de ensaio
contendo 9 mL de citrato de sédio 0,1 M e submetidas a agitacéo, por 5 ciclos de 1
min com intervalo de 1 min entre cada ciclo. Realizou-se as diluicbes seriadas,
plagueamento em triplicata em meio MRS e incubacgéo a 37 °C por 48 h. A contagem
de células de L. reuteri foram expressas em Logio UFC/g de células livres e Logio
UFC/g de capsulas (ZAEIM et al., 2019; DE PRISCO et al., 2015).
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4.10. Avaliagcao in vitro da viabilidade de L. reuteri livre e encapsulado em
fluido gastrico simulado

A viabilidade de L. reuteri livre e encapsulado foi avaliada em solucdo de
fluido gastrico simulado (FGS), contendo 0,9 g/L de cloreto de sédio, 3,0 g/L de
pepsina purificada e pH ajustado para 2,00 utilizando HCl. Em 9 mL de FGS, foi
adicionado, individualmente, 1 g de capsulas e 1 g de suspensao contendo células
probioticas livres. As células livres e as capsulas foram incubadas a 37 °C a 100 rpm
e nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min amostras de 0,5 g foram coletadas para
determinacdo da viabilidade celular, conforme metodologia previamente descrita no
item 4.7 (LIU et al., 2017; ARSLAN et al., 2015).

4.11. Andlise estatistica

As andlises foram realizadas em 3 repeticbes e triplicata e avaliacao
estatistica dos resultados obtidos foi realizada por meio de andlise de variancia
(ANOVA). Para os resultados significativos, as médias foram comparadas pelo Teste
de Tukey, a um nivel de 95 % de significancia (< 0,05). Os célculos estatisticos
foram efetuados utilizando o software Statistical Analysis System (SAS) e as figuras

foram desenhadas pelo software SigmaPlot.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagédo da eficiéncia do encapsulamento

A concentracdo de células viaveis de L. reuteri antes e apés o

encapsulamento estéo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Contagem de células viaveis (Logip UFC/g) de L. reuteri antes e apos o
encapsulamento por extrusdo com tecnologia de vibracdo, utilizando alginato e
diferentes concentracdes de farinha de banana verde como materiais de
revestimento.

Contagem de células viaveis

(Logio UFC/g) Reducdo Eficiéncia

Tratamento do Log (%)
Antes do Apobs o
encapsulamento encapsulamento
TO 5,85 5,59 0,26 95,50 + 0,64
T1 5,86 5,67 0,19 96,71 + 0,25
T2 5,74 5,62 0,12 97,98 + 1,095
T3 5,80 5,78 0,02 99,51 +0,11°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam que hé& diferenca significativa pelo Teste de Tukey (p <
0,05) para cada tratamento analisado.
Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g de FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3 (0,75 g de FBV).
Fonte: Prépria autoria.

Ao observar os resultados, verificou-se que o0 método de extrusao promoveu
melhoria significativa na eficiéncia de encapsulamento de L. reuteri (> 95 %), para
todos os tratamentos analisados. Notou-se que alteragbes na concentracdo de FBV
utilizada no revestimento das células probioticas, proporcionaram diferenca
significativa (p < 0,05) no efeito da preservacdo de células viaveis apos o
encapsulamento. Constatou-se, que quanto maior a concentragdao de FBV, menor a
reducéo do log da viabilidade celular e, consequentemente, melhor a eficiéncia do
encapsulamento.

A melhor eficiéncia foi obtida nos tratamentos T2 (0,50 g de FBV) e T3 (0,75

g de FBV), que proporcionaram, respectivamente, perda de 0,12 e 0,02 log de
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células vidveis durante o processo de encapsulacdo. Deste modo, a eficiéncia do
encapsulamento de L. reuteri utilizando a combinacdo de alginato e FBV, em
diferentes concentracdes, foi melhor quando comparadas ao controle.

Os resultados obtidos sdo semelhantes aos observados por Jantarathin et al.
(2017), no co-encapsulamento por extrusdo de células probidticas utilizando matriz
de alginato de sodio revestida com quitosana e dois prebidticos potenciais (inulina e
alcachofra de Jerusalém). Os autores relataram uma melhor eficiéncia nas capsulas
produzidas com prebiético (90,40 %) quando comparadas as capsulas sem
prebidtico (88,19 %).

As fontes prebioticas farinha de palma forrageira, farinha de bagaco de maca
e inulina foram empregadas na co-encapsulacao de bactérias probidticas em estudo
realizado por Serrano-Casas et al. (2017) e a eficiéncia do encapsulamento foi na
ordem de 83,78 % a 90,91 %.

De acordo com Siang et al. (2019), produzir cipsulas de L. rhamnosus
utilizando prebidtico e tecnologia de coextrusdo resulta em eficiéncia que varia de
84,16 % a 90,56 %. Alto rendimento de encapsulagéo (>92 %), foi descrito por De
Prisco et al. (2015), ao encapsular por extrusdo L. reuteri em aginato e alginato-
quitosana.

Percebe-se que 0 método de extrusdo ndo € danoso para microrganismos,
pois ndo provocou grandes impactos na viabilidade celular ap6s a encapsulacéo. O
fato da técnica nao utilizar temperaturas extremas, envolvendo basicamente o
gotejamento da solucdo encapsulante contendo uma matriz polimérica e substancia
bioativa em solugéo geleificante, resulta em uma maior preservagdo do material
encapsulado, em comparacdo com outras técnicas existentes, como spray drying e
liofilizacdo (ECKERT et al., 2018; SHISHIR et al., 2018).

Além do método de co-encapsulamento, a combinacdo do alginato de sédio
com FBV cooperou na obtencédo de resultados satisfatérios para encapsulacéo de
células. Sabe-se que nao existe material de revestimento que proteja totalmente a
viabilidade das células. No entanto, a combinacdo de dois ou mais materiais € uma
estratégia que vem sendo amplamente utilizada. O alginato de so6dio e o amido
presente na FBV, quando combinados, formam um complexo com efeito sinérgico

em meios contendo bactérias produtoras de acido latico. Este complexo formado
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permite a ligacdo entre os hidrogéis devido & adicdo de cations divalentes (Ca**

presente na solugdo de endurecimento), melhorando assim a estabilidade quimica e
mecanica da microparticula formada, bem como a eficiéncia de encapsulacdo (DE
ARAUJO ETCHEPARE et al., 2016a). A vista disso, constatou-se que maiores
concentracdes de FBV contém mais amido e, consequentemente, maior a sinergia e

eficiéncia do processo.
5.2. Densidade aparente das capsulas

A Tabela 3 retrata a densidade aparente das capsulas de L. reuteri

produzidas com diferentes concentragdes de FBV.

Tabela 3. Densidade aparente das capsulas de L. reuteri obtidas por extrusao com
tecnologia de vibracao, utilizando alginato e diferentes concentragcdes de farinha de
banana verde como materiais de revestimento.

Tratamento Densidade aparente (g/mL)
TO 1,02 +0,01*
T1 1,00 + 0,01*
T2 0,99 + 0,03"
T3 0,98 + 0,01"

*Letras iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca
significativa pelo Teste de Tukey (p > 0,05) para cada tratamento
analisado.

Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3
(0,75 g de FBV).

Fonte: Prépria autoria.

Os resultados revelaram que as concentracbes de FBV utilizadas no
revestimento das células probioticas nao influenciaram significativamente (p > 0,05)
na densidade aparente das capsulas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Coérdoba, Deladino e Martino
(2013), ao avaliar o efeito da adicdo de amido em hidrogéis de alginato de calcio. Os
autores relataram que a incorporacao do amido ndo afetou a densidade aparente e
obtiveram valores de 0,78 g/mL para capsulas de alginato e 0,79 g/mL para capsulas

com alginato de célcio e amido.
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5.3. Caracterizacdo das capsulas

O formato e tamanho das capsulas foram avaliados logo apés sua producao.
As capsulas obtidas apresentaram formato esférico, superficie lisa e continua, sem
orificios e rachaduras visuais, independente da concentracédo de FBV utilizada como

material de revestimento, conforme demonstra a Figura 6.

Figura 6. Capsulas de alginato e diferentes concentracfes de farinha de banana
verde para imobilizacéo de L. reuteri, produzidas por extrusdo com tecnologia de
vibracéo.

Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3 (0,75 g de FBV).
Fonte: Prépria autoria.

Em relacdo ao diametro, obteve-se valores que variaram de 2,61 a 3,49 mm,

e estao relatados na Tabela 4.

Tabela 4. Diametro das capsulas de L. reuteri obtidas por extrusdo com tecnologia
de vibracéo, utilizando alginato e diferentes concentragbes de farinha de banana
verde como materiais de revestimento.

Tratamento Diametro (mm)
TO 2,61 +0,05"
T1 2,97 + 0,04°
T2 3,13 £ 0,04°
T3 3,49 +0,04°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca
significativa pelo Teste de Tukey (p < 0,05) para cada
tratamento analisado.

Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g FBV); T2 (0,50 g de FBV);
T3 (0,75 g de FBV).

Fonte: Prépria autoria.
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Ao analisar os valores do diametro de cada tratamento, verificou-se que a
concentracdo de FBV utilizada no revestimento das células probioticas influenciou
significativamente (p < 0,05) no tamanho das capsulas.

As capsulas sem FBV eram menores quando comparadas as capsulas
produzidas com FBV, implicando que a incorporagdo do prebidtico fez com que o
didmetro das capsulas aumentasse de forma significativa, originando particulas de
tamanho maiores.

Os granulos de amido sao insolaveis em agua fria. No entanto, ao aquecé-
los de forma continua, em excesso de &gua, passam por um processo chamado
gelatinizagdo, que resulta no seu inchago irreversivel, lixiviagdo de compostos
soluveis e, enfim, ruptura total, convertendo-se em uma pasta/gel viscoelastico, firme
e rigido ao resfriar (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). A FBV possui amido
na sua composicao, dessa forma, ao submeté-la ao processo de esterilizagdo (121
°C/15 min), ocorreu a gelatinizacdo do amido e que maiores concentracdes de FBV
contém mais amido, maior viscosidade e, consequentemente, maior inchaco/volume
das capsulas.

Diametro médio de 3,7 mm foi encontrado por Cérdoba, Deladino e Martino
(2013), ao produzir capsulas com alginato de sodio e amido de milho por
geleificacdo ibnica. Zaeim et al. (2019), também relataram um aumento no didmetro
das microcapsulas, de 0,606 mm para 0,819 mm, ao utilizar inulina e amido no co-
encapsulamento de probioticos pelo método de atomizacdo eletro-hidrodinamica.
Além disso, a presenca dos prebidticos concebeu microcapsulas esféricas e com
rugosidades ou rachaduras superficiais menores em comparagdo com as
microcapsulas sem prebidticos.

Além da presenca do prebidtico, outro fator que pode ter influenciado nas
caracteristicas das capsulas, principalmente no tamanho, foi a viscosidade da
solucdo encapsulante (alginato de soédio + FBV) utilizada. Pois quanto maior a
concentracdo, mais viscosa e dificil de extrusar se torna a solu¢cdo. Em estudo
realizado por Garcia-Ceja et al. (2015), o encapsulamento de L. acidophilus e L.
reuteri utilizando alginato de soédio (3 %) originou capsulas com diametro,
respectivamente, de 2,06 mm e 2,08 mm. J4 o encapsulamento da mistura dos

lactobacilos, deu origem a capsulas de 2,10 mm.
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Diferentes concentracdes de alginato de sédio (0,1 %, 0,5 % e 1 %) foram
analisadas por Sanna et al. (2015) e os resultados alcangcados demonstraram que o
aumento da concentracdo de alginato, aumentou a viscosidade da solucédo e
consequentemente, o diametro das nanocapsulas. Dallabona et al. (2020), ao
utilizar solugéo de alginato (3 %), conseguiu capsulas com diametro de 1,2 mm.

Sabe-se que o tamanho das capsulas € um parametro de suma importancia,
ja que as dimensodes desejadas dependem de onde e como sera a aplicabilidade do
produto. Capsulas menores sdo mais requisitadas no ramo alimenticio e
farmacéutico, em raz&o de provocar pouca ou nenhuma alteracdo nas propriedades
sensoriais, garantindo um produto homogéneo, de palatabilidade agradavel e
qualidade, ao passo que capsulas maiores liberam o material encapsulado de forma
mais prolongada (ARSLAN et al., 2015).

A Figura 7 ilustra a curva de distribuicdo do diametro das cdpsulas formadas
pelo método de extrusdo com tecnologia de vibracao.

Figura 7. Efeito da adicdo de farinha de banana verde no diametro (coluna) e
distribuicdo de tamanho (linha) das capsulas produzidas por extrusdo com
tecnologia de vibragéo. TO (A), T1 (B), T2(C) e T3 (D).
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Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3 (0,75 g de FBV).
Fonte: Prépria autoria.
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Observa-se que as curvas foram simétricas do tipo unimodal, ou seja,
apresentando um uUnico pico situado no meio da distribui¢éo, indicando uniformidade

no diametro das cépsulas de cada tratamento analisado.
5.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi
usada para caracterizar tanto as solugbes encapsulantes como as capsulas e os
espectros de absorbancias obtidos encontram-se na Figura 8.

De acordo com as Figuras 8A e 8B, percebe-se que os perfis espectrais de
infravermelho médio de cada grafico foram semelhantes, sem alteracdes de
localizag&o, indicando a presenca dos mesmos grupos funcionais nos tratamentos
analisados. A principal diferenca entre os dois graficos estd no nimero de picos
principais formados. Para as solu¢cdes encapsulantes (Figura 8A), foi possivel
identificar dois picos principais, com nimero de onda 3294 e 1643 cm™ e, apds a
formacao das capsulas (Figura 8B), notou-se comportamento espectral com quatro
picos principais, localizados nas regides de 3294, 1607, 1424 e 1027 cm™.

Figura 8. Espectros de FTIR das solucdes encapsulantes (A) e das capsulas (B)
produzidas por extrusdo com tecnologia de vibracéo, utilizando alginato e diferentes
concentracdes de farinha de banana verde como materiais de revestimento.
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CTO (Cépsula TO); CT1 (Capsula T1); CT2 (Capsula T2) e CT3 (Capsula T3).
TO (Controle); T1 (0,25 g FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3 (0,75 g de FBV).
Fonte: Prépria autoria.

O pico 3294 cm™ presente em ambos os gréficos, indica vibraces de

alongamento do grupo funcional hidroxila (O-H), possuindo como caracteristica
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espectral uma banda larga em forma de sino (BARBOSA, 2007). Todas as
substéancias utilizadas na elaboracéo dos tratamentos possuem o grupo O-H em sua
estrutura quimica e resultados semelhantes foram relatados por Badita et al. (2019),
ao caracterizarem filmes a base de alginato de sodio; Kumar et al. (2019), em
amostras de farinha de banana verde de diferentes variedades; Coérdoba, Deladino e
Martino (2013), ao avaliarem capsulas de alginato de sédio e amido de milho.

O nlimero de onda 1643 cm™ é indicativo das vibracées de flexdo do grupo
O-H das moléculas de agua e pode ser atribuida como agua agregada com ligacao
de hidrogénio moderadamente (XIAO; TONG; LIM, 2014). Paramasivam et al.
(2021), ao explorarem diferengas nas propriedades fisico-quimica e funcionais de
amidos de banana, observaram pico em torno de 1643-1646 cm™ e relacionaram a
vibracéo de flexdo O-H na regido amorfa.

As regides de 1607 e 1424 cm™ correspondem, respectivamente, as
vibracdes de estiramento assimétrico e simétrico do grupo funcional carboxilico (-
COOQO), provavelmente associado ao alginato de sédio, visto que € um sal carboxilico
(XIAO; GU; TAN, 2014). Derkach et al. (2019), ao estudarem interacBes entre
gelatina e alginato de sdédio, encontraram picos de absorgcdo caracteristicos no
espectro do alginato de s6dio em 1616 e 1418 cm™ e também associaram a
vibrag6es de alongamento assimétrico e simétrico de COO’, respectivamente.

O pico de 1027 cm™ é atribuido as vibracées de estiramento do grupo
funcional C-O-C, associados as ligacdes glicosidicas do amido presente na estrutura
da FBV (LIMA et al., 2012). Neste pico, observou-se maior intensidade do espectro
na capsula T3, indicando que h& maior concentracdo desse grupo quimico em
relacdo as demais capsulas. De acordo com Jiang et al. (2015), as bandas FTIR em
1047 e 1022 cm™ sdo caracteristicas do amido e conhecidas por serem sensiveis a
mudancas nas regides cristalinas e amorfas proximas a superficie dos granulos,
respectivamente.

Outra associacdo a uma intensidade mais alta na regido de 1025 cm™ é
relatado por Saarai et al. (2013), em pesquisa desenvolvida com hidrogéis a base de
alginato de sodio e gelatina reticulados com ions de calcio, que sugerem vibracao de
ligacdo O-H mais forte ou uma ligacdo mais forte dos fons de célcio (Ca?") presente

na solucéo de endurecimento aos acidos gulurdnicos do alginato de sddio. Diante do
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exposto, constatou-se que no processo de fabricacdo das capsulas interacdes entre
0S materiais de revestimento e a solugédo de endurecimento ocorreram, uma vez que
a analise proporcionou a identificacdo de novos grupos quimicos e que os resultados

obtidos sdo compativeis com os encontrados na literatura.

5.5. Avaliagdo da viabilidade de L. reuteri livre e encapsulado durante

armazenamento a -18, 4 e 25 °C

Na Figura 9 encontra-se as contagens das células probioticas encapsuladas
sob diferentes concentracfes de FBV em comparacdo com as capsulas controle e

as células probidticas livres, armazenadas a -18 °C.

Figura 9. Viabilidade das células de L. reuteri livres e encapsuladas por extrusao
com tecnologia de vibragao, utilizando alginato e diferentes concentracdes de farinha
de banana verde como material de revestimento, armazenadas a -18 °C por 30 dias.
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*Letras diferentes para o mesmo tempo indicam que ha diferenca significativa pelo Teste de Tukey (p
< 0,05) para cada tratamento analisado.
Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g de FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3 (0,75 g de FBV).
Fonte: Prépria autoria.

Para o armazenamento a -18 °C, observou-se que em 10 dias, todos os
tratamentos analisados apresentavam viabilidade celular. No entanto, a taxa de
sobrevivéncia dos microrganismos encapsulados (TO =77, 81 %; T1 = 92,24 %; T2 =

80,82 % e T3 = 82,53 %), foi superior aos microrganismos livres (71,84 %).
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Aos 15 dias de armazenamento, observou-se diminuicdo drastica na
viabilidade de TO, que passou de 4,35 * 0,41 Logio UFC/g para perda total de
células viaveis. Ao passo que CL, T1l, T2 e T3 tiveram reducdo da taxa de
sobrevivéncia inferior a 2 logs.

Apos 25 dias, embora a viabilidade celular de T1, T2 e T3 tenha diminuido (<
1 log), essa reducgédo foi menor em comparacao as células livres (2 logs), indicando
que a adicao da FBV proporcionou efeito protetor na sobrevivéncia de L. reuteri co-
encapsulado.

Ao final do periodo de armazenamento, ndo se constatou viabilidade celular
em CL e TO. Em contrapartida, T2 e T3 finalizaram com taxas de sobrevivéncia das
células de L. reuteri em 62,17 % e 62,97 %, respectivamente, apés os 30 dias de
estocagem a -18 °C.

Ao armazenar por 90 dias a -18 °C B. lactis livres e encapsulados com
inulina, Zaeim et al. (2019), verificou-se ao final do periodo de estocagem, apenas 1
Log UFC/g de viabilidade nas células livres, enquanto as células encapsuladas
apresentaram viabilidade de 7,01 Log UFC/g.

De Lara Pedroso et al. (2012) ao armazenar a -18 °C, células livres e
capsulas lipidicas de B. lactis e L. acidophilus, constatou-se que apés 90 dias de
armazenamento células livres de B. lactis tiveram reducéo de 4,53 Log UFC/g da
viabilidade celular, enquanto as capsulas apresentaram reducéo de apenas 1,85 Log
UFC/g. Em relacdo as células viaveis de L. acidophilus, a reducéo foi de 6,08 e 1,6
Log UFC/g para células livres e capsulas, respectivamente, durante 0 mesmo
periodo de armazenamento.

Na Figura 10, estdo apresentadas as contagens das células probidticas
encapsuladas sob diferentes concentracbes de FBV em comparacdo com as

capsulas controle e as células probiéticas livres, armazenadas a 4 °C.
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Figura 10. Viabilidade das células de L. reuteri livres e encapsuladas por extrusao
com tecnologia de vibragao, utilizando alginato e diferentes concentracdes de farinha
de banana verde como material de revestimento, armazenadas a 4 °C por 30 dias.
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< 0,05) para cada tratamento analisado.

Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g de FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3 (0,75 g de FBV).

Fonte: Prépria autoria.

Os resultados revelaram que a presenca da FBV, apés 5 dias de
armazenamento, foi eficiente na preservacao das células, pois as capsulas sem FBV
(TO) perderam completamente a viabilidade celular e as células livres (CL) tiveram
uma reducdo em 2,90 logs de células viaveis. Em contrapartida, T1, T2 e T3,
apresentaram melhor preservacdao do microrganismo, com 4,16 + 0,2, 4,95 £ 0,14 e
5,19 + 0,09 Logio UFC/g, respectivamente.

Ao observar o tempo de 10 dias, verificou-se uma reducdo de 4 logs para
células livres e ndo se constatou viabilidade celular em T1. Para T2 e T3, viabilidade
de 4,52 + 0,12 e 4,58 + 0,09 Logi1po UFC/g, respectivamente, foram encontradas.

Aos 15 dias a viabilidade das células livres foi perdida e notou-se que
somente T2 e T3 mantiveram o desempenho de protecédo das células, apresentando
viabilidade celular até os 30 dias de armazenamento, sugerindo melhor atuacéo
desses tratamentos na preservacdo de L. reuteri co-encapsulado com alginato e

FBV. Ao comparar a concentracdo inicial e final de células viaveis, T2 iniciou-se com
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5,63 + 0,04 Logio UFC/g e finalizou-se com 3,63 + 0,06 Log;o UFC/g, ao passo que
T3 foi de 5,78 + 0,01 Logio UFC/g para 3,82 + 0,11 Log;o UFC/g, que representam,
respectivamente, taxas de sobrevivéncia de 64,48 e 66,09 % das células de L.
reuteri.

De Araujo Etchepare et al. (2016b), ao analisar o efeito da temperatura de
refrigeracdo (7 °C) na viabilidade de L. acidophilus microencapsulados, relatou que
em 15 dias de armazenamento, ocorreu uma reducéo significativa de 3,08 log para
capsulas controle e reducdo em menor proporcao, 1,63 log, para capsulas contendo
prebibtico e quitosana, demonstrando que a adicdo desses compostos melhorou
significativamente a viabilidade do microrganismo sob armazenamento refrigerado.

Comportamento semelhante foi descrito por Nualkaekul et al. (2012) ao
avaliar a sobrevivéncia de L. plantarum microencapsulado em suco de roma
refrigerado. Constatou-se diminuicdo da concentracdo de células, com taxa
semelhante, para células livres e cdpsulas ndo revestidas com quiosana, perdendo a
viabilidade total apdés 4 semanas de armazenamento. Em contrapartida, nas
capsulas revestidas com quitosana, a redu¢ao na concentracéo de células foi muito
mais baixa e ap0s 6 semanas de armazenamento, viabilidade em torno de 5 Log
UFC/mL foram encontradas, indicando que as capsulas revestidas desempenharam
melhor atividade protetora aos microrganismos probiéticos submetidos a condi¢céo
de refrigeracéo.

Trabelsi et al. (2013), ao armazenar a 4 °C durante 8 semanas L. plantarum
livre e encapsulado, relatou resultados mais satisfatérios na viabilidade celular das
células encapsuladas em comparacao com as células livres nas mesmas condi¢cfes
de armazenamento. A sobrevivéncia de L. plantarum encapsulado diminuiu de 9,34
para 7 Log UFC/mL e nenhuma sobrevivéncia foi constatada para L. plantarum livre
apos 60 dias de armazenamento.

Células livres de Bifidobacterium longum foram incapazes de manter
viabilidade sob condicdo de armazenamento a 4 °C em 28 dias de estocagem, tendo
reducdo drastica de 8,96 Log UFC/mL para 3,96 Log UFC/mL, de acordo com
estudo realizado por Prasanna e Charalamppoulos (2018). Ja os resultados para as

células encapsuladas com alginato de soédio e matrizes de leite (bovino e caprino),

48



revelaram melhorias na viabilidade das células refrigeradas por 28 dias, onde
mantiveram concentracao de células vidveis acima de 6 Log UFC/g.

Na Figura 11 estdo apresentadas as contagens das células probidticas
encapsuladas sob diferentes concentragcbes de FBV em comparacdo com as

capsulas controle e as células probiodticas livres, armazenadas a 25 °C.

Figura 11. Viabilidade das células de L. reuteri livres e encapsuladas por extrusao
com tecnologia de vibragao, utilizando alginato e diferentes concentragdes de farinha
de banana verde como material de revestimento, armazenadas a 25 °C por 10 dias.
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*Letras diferentes para o mesmo tempo indicam que héa diferenca significativa pelo Teste de Tukey (p

< 0,05) para cada tratamento analisado.
Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g de FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3 (0,75 g de FBV).
Fonte: Prépria autoria.

Em relacdo a esses resultados, evidenciou-se que em apenas 5 dias de
armazenamento, CL, TO e T1 ndo continham células vivas e apenas T2 e T3 exibiram
viabilidade celular. Inicialmente, tiveram uma contagem de células viaveis de 5,63 +
0,04 Logio UFC/g e 5,78 + 0,01 Logio UFC/g e reduziram, respectivamente, para
3,58 + 0,15 Log;o UFC/g e 3,72 + 0,09 Log;o UFC/g, que corresponde a uma perda
superior a 2 logs.

Para 10 dias, notou-se que o intervalo de tempo foi suficiente para que todos
0s tratamentos analisados ndo apresentassem células viaveis de L. reuteri,
sugerindo que nessas condicdes, a combinacdo de alginato e FBV néo

apresentaram eficiéncia na protecdo das células probidticas co-encapsuladas. Deste
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modo, as analises do tempo de 15 a 30 dias de armazenamento ndo foram
realizadas.

De Prisco et al. (2016) exp6s diminuicdo drastica na viabilidade das células
de L. reuteri livres e encapsuladas, quando armazenadas a 20 °C. Observou-se
reducdo total da viabilidade de células em 14 dias de armazenamento para células
livres e a partir de 21 dias para células encapsuladas.

Peredo et al. (2016) ao armazenar a 22 °C, cépsulas de L. casei e L.
plantarum revestidas com trés prebioticos (amido de batata, Psyllium plantago e
inulina), relata que apos 15 dias de armazenamento capsulas de L. casei revestidas
com Psyllium plantago e inulina ndo apresentaram viabilidade celular, enquanto
capsulas com amido de batata, expressou 4,27 Log UFC/g apos 30 dias de
estocagem. A respeito das capsulas de L. plantarum, retencdo acima de 6 Log
UFC/g de células viaveis foram observadas ap6s 30 dias de armazenamento para
todos os prebidticos utilizados.

No geral, nenhum dos tratamentos analisados mantiveram por total a
viabilidade das células livres ou encapsuladas durante o periodo de 30 dias,
independente da temperatura utilizada. No entanto, se destacaram os tratamentos
T2 (0,50 g de FBV) e T3 (0,75 g de FBV), formulagcdes que apresentaram,
significativamente (p < 0,05), maior eficiéncia na protecdo de L. reuteri quando
armazenados a -18, 4 ou 25 °C.

Com relacdo as temperaturas analisadas, observou-se que a temperatura
ambiente (25 °C) causou maiores danos as cepas de L. reuteri, indicando menor
resisténcia do microrganismo a essas condi¢cdes de armazenamento. Ao passo que
as temperaturas de congelamento (-18 °C) e refrigeracdo (4 °C), ndo influenciaram
significativamente (p > 0,05) na preservacdo das células ao fim do periodo de
armazenamento em relagdo ao melhor tratamento obtido.

Para Rodrigues et al. (2011), baixas temperaturas de armazenamento sao
benéficas as cepas de Lactobacillus encapsuladas, devido promover vida atil mais
longa as capsulas por meio do aumento da estabilidade celular através da
diminuicao da temperatura.

Dessa forma, torna-se interessante a aplicacdo das capsulas probioticas

produzidas com 0,75 g e/ou 0,50 g de FBV em alimentos refrigerados e congelados
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ja disponiveis no mercado, como leite, leite fermentado, manteiga, sorvete, entre
outros. Além de contribuir com pesquisas que avaliem matrizes alimentares nao
lacteas como carreadores desses microrganismos, devido aumento do numero de
individuos com intolerancia a lactose, dislipidemia e vegetarianismo, visando a
importancia do desenvolvimento de um produto de origem vegetal como alternativa
para 0 consumo de probibticos, dado que ocorre, principalmente, por meio de

produtos lacteos fermentados.

5.6. Avaliacao in vitro da viabilidade de L. reuteri livre e encapsulado em fluido

gastrico simulado

Avaliou-se a viabilidade de L. reuteri encapsulados sob diferentes
concentracbes de FBV em comparacdo as capsulas controle e as células livres,
frente as condicdes do fluido gastrico simulado e os resultados encontram-se

dispostos na Figura 12.

Figura 12. Sobrevivéncia das células de L. reuteri livres e encapsuladas por
extrusdo com tecnologia de vibracéao, utilizando alginato e diferentes concentracdes
de farinha de banana verde como material de revestimento, expostas a fluido
gastrico simulado.
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*Letras diferentes para o mesmo tempo indicam que ha diferenca significativa pelo Teste de Tukey (p
< 0,05) para cada tratamento analisado.
Legenda: TO (Controle); T1 (0,25 g de FBV); T2 (0,50 g de FBV); T3 (0,75 g de FBV).
Fonte: Prépria autoria.
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Ao analisar o tempo de 30 min, constatou-se viabilidade celular em todos os
tratamentos avaliados. Porém, CL (células livres) apresentou resisténcia inferior aos
microrganismos encapsulados (TO, T1, T2 e T3), com reducdo da concentracdo de
células viaveis maior que 3 logs.

Em 60 min, verificou-se que o intervalo de tempo foi suficiente para que TO
ndo apresentasse viabilidade celular, indicando que as capsulas controle néo
preservaram a sobrevivéncia dos microrganismos. Em relacdo as células livres,
observou-se, novamente, reducao da viabilidade superior a 3 log, enquanto T1, T2 e
T3 expressaram reducéo inferior a 1 log.

Sobre o tempo de 90 min, notou-se que CL ndo haviam mais células viaveis,
a medida que T1, T2 e T3 apresentaram, respectivamente, 3,76 + 0,11, 4,02 £ 0,05 e
5,07 £ 0,09 Logio UFC/g de viabilidade celular.

Para 120 min, viabilidade celular foi identificada em T1, T2 e T3, entretanto,
taxa de sobrevivéncia significativamente (p < 0,05) maior foi observada em T3 (0,75
g de FBV), com 68,34 %. Tais resultados apontam que o co-encapsulamento de L.
reuteri com alginato e 0,75 g de FBV aumentou a resisténcia do probiético durante
exposicao ao FGS.

O presente estudo demostrou que somente alginato de sédio ndo conseguiu
proteger os probiéticos do ambiente acido por um longo tempo. De acordo com
Prasanna e Charalampopoulos (2018), a dissolucdo e erosédo do alginato ocorrem
em pH baixo e isso leva a destruicdo da estrutura das capsulas, reduzindo
drasticamente a viabilidade das células probidticas.

No entanto, a co-encapsulagédo dos probiéticos com alginato e FBV reverteu
tal problemética, pois a adicdo do prebidtico melhorou a sobrevivéncia dos
microrganismos encapsulados, devido ao efeito simbi6tico da FBV sobre a cepa de
L. reuteri. Prebidticos sdo substancias que se disponibilizam como substrato para o
metabolismo da cultura probiética, servindo como fonte de carbono para
manutencdo das células, prevenindo-as de lesBes causadas pela acidez e
protegendo contra danos gerados pelo ambiente (AL-SHERAJI et al., 2013,
PIMENTEL et al., 2015).

Abbaszadeh et al. (2014), ao avaliar a sobrevivéncia de L. rhamnosus em

condicdes gastrointestinais simuladas, mostraram que células co-encapsuladas com
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alginato-quitosana tiveram taxa de sobrevivéncia maior (7,8 Log UFC/g) em
comparacao as células livres (6 Log UFC/Q).

Krasaekoopt e Watcharapoka (2014), relataram que a adicdo de prebidticos
(inulina ou GOS) durante o encapsulamento de L. acidophilus e L. casei, aumentou a
resisténcia desses microrganismos sob condigbes do sistema digestivo simulado,
resultando em maior nimero de células viaveis em comparagdo as capsulas
controle. Referente a L. acidophilus, a reducéo foi de 6,7 log para capsulas controle
e de 3,4 log quando encapsulados com prebidticos. Para L. casei, constatou-se
reducdo da viabilidade de 6,4 e 3,5 logs para cdpsulas sem e com prebibticos,
respectivamente.

Ao avaliar o efeito dos prebidticos (amido de batata, Psyllium plantago e
inulina) na sobrevivéncia de L. casei e L. plantarum encapsulados quando
submetidos as condi¢des géstricas simuladas, Peredo et al. (2016) relataram maior
sobrevivéncia das bactérias encapsuladas do que para as bactérias nédo
encapsuladas. Para L. casei, constataram redugéo da viabilidade de 3,79 logs para
células livres e em média 1,98 log para cépsulas revestidas com prebiéticos. Em
relacdo a viabilidade de L. plantarum, observaram reducéo de 2,7 logs para células
livres e média de 1,99 log para capsulas com prebiéticos. Tais resultados
evidenciam a capacidade de protecdo dos prebidticos aos microrganismos

probioticos encapsulados.
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6. CONCLUSAO

A partir do estudo realizado, foi verificado que o método de extrusédo
demonstrou ndo ser prejudicial para o probidtico analisado, pois a eficiéncia do
processo foi superior a 95 %. Capsulas produzidas com 0,50 e 0,75 g de FBV (T2 e
T3) revelaram melhor desempenho na manutencao e viabilidade das células durante
armazenamento a -18, 4 e 25 °C. Na simulacdo do fluido gastrico, destacou-se as
capsulas com 0,75 g de FBV (T3), evidenciando a protecao efetiva conferida pelo
prebiotico. Portanto, a combinacdo de compostos classificados como prebidticos ao
alginato de sodio, torna-se uma alternativa promissora na técnica de encapsulacéo
de células probidticas, pois resultados mais relevantes e satisfatorios foram obtidos
em relacdo a viabilidade das células quando expostas as condi¢cdes adversas. No
entanto, investigagbes, como estudo in vivo, devem ser realizadas antes de serem

introduzidos na industria alimenticia.
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