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RAMOS, M. S. Potencial prebidtico da farinha de feijdo-de-corda verde e sua aplicacéo
no encapsulamento de Limosilactobacillus reuteri. Itapetinga-BA: UESB, 2026. 139 p.
(Tese - Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos).

RESUMO

A crescente demanda por produtos funcionais tem impulsionado a investigacdo de novas
fontes de compostos bioativos e de ingredientes com potencial prebidtico para aplicacdo em
sistemas simbidticos. Nesse contexto, o feijao-de-corda (Vigna unguiculata) destaca-se como
uma alternativa promissora devido a sua composi¢cdo quimica rica em carboidratos nao
digeriveis, fibras dietéticas e compostos fenolicos, além de apresentar propriedades
tecnoldgicas favoraveis. Assim, objetivou-se avaliar o potencial prebidtico da farinha de
feijdo-de-corda verde (FFCV) e sua aplicacdo, em associacdo a maltodextrina e a pectina,
como componente da matriz encapsulante de Limosilactobacillus reuteri, por meio do método
de secagem por atomizacdo, visando a protecdo e a manutencdo da viabilidade do probidtico
em condicBes adversas. A FFCV foi caracterizada quanto aos seus parametros fisicos e
quimicos, a resisténcia a digestdo gastrointestinal in vitro e a capacidade de estimular o
crescimento de Lmb. reuteri por meio de ensaios de fermentacdo utilizando concentracédo de
20 g/L. Posteriormente, a FFCV foi incorporada, em diferentes proporcdes, a sistemas
encapsulantes contendo maltodextrina e pectina. A FFCV, tanto na forma nativa quanto
digerida, apresentou resisténcia ao processo digestivo, promoveu crescimento seletivo de
Lmb. reuteri, com escores positivos de atividade prebidtica variando de 0,88 a 1,23, além da
manutencdo da viabilidade celular entre 8,45 e 8,48 Logio UFC/mL e da producédo de &cidos
organicos associados a um perfil fermentativo favoravel, compardvel ao de
frutooligossacarideo, utilizado como prebi6tico de referéncia. As microcapsulas apresentaram
eficiéncia de encapsulamento superior a 78 % e caracteristicas fisicas e quimicas compativeis
com a formacdo de sistemas encapsulantes, sendo observado que o aumento da proporc¢édo de
FFCV e a consequente reducdo da maltodextrina promoveram alteracdes nas propriedades dos
sistemas obtidos. Além disso, as microcapsulas contendo FFCV promoveram maior protecao
de Lmb. reuteri em condigOes gastrointestinais in vitro, com taxa de sobrevivéncia de 80 %,
em comparacgdo a 40 % para as células livres. Os resultados evidenciam que a FFCV possui
potencial para atuar tanto como substrato prebidtico quanto como componente de matrizes
encapsulantes a base de maltodextrina, contribuindo para a protecdo de Lmb. reuteri e
indicando sua aplicabilidade no desenvolvimento de sistemas simbidticos destinados a
alimentos funcionais.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; Leguminosas; Atividade prebidtica; Probioticos;
Simbioticos; Microcépsulas.
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RAMOS, M. S. Prebiotic potential of green cowpea flour and its application in the
encapsulation of Limosilactobacillus reuteri. Itapetinga-BA: UESB, 2026. 139 p. (Thesis -
Doctorate in Food Engineering and Science).

ABSTRACT

The growing demand for functional products has driven the investigation of new sources of
bioactive compounds and ingredients with prebiotic potential for application in synbiotic
systems. In this context, cowpea (Vigna unguiculata) stands out as a promising alternative
due to its chemical composition, rich in non-digestible carbohydrates, dietary fiber, and
phenolic compounds, as well as its favorable technological properties. Thus, this study aimed
to evaluate the prebiotic potential of green cowpea flour (GCF) and its application, in
combination with maltodextrin and pectin, as a component of the encapsulating matrix for
Limosilactobacillus reuteri, using the spray-drying method, with the aim of protecting and
maintaining probiotic viability under adverse conditions. GCF was characterized regarding its
physicochemical parameters, resistance to in vitro gastrointestinal digestion, and ability to
stimulate the growth of Lmb. reuteri through fermentation assays using a concentration of 20
g/L. Subsequently, GCF was incorporated at different proportions into encapsulating systems
containing maltodextrin and pectin. GCF, both in its native and digested forms, showed
resistance to the digestive process and promoted selective growth of Lmb. reuteri, with
positive prebiotic activity scores ranging from 0.88 to 1.23, in addition to maintaining cell
viability between 8.45 and 8.48 Logio CFU/mL and promoting the production of organic
acids associated with a favorable fermentation profile, comparable to that of
fructooligosaccharide, used as a reference prebiotic. The microcapsules showed an
encapsulation efficiency greater than 78 % and physicochemical characteristics compatible
with the formation of encapsulating systems. An increase in the proportion of GCF and the
consequent reduction in maltodextrin promoted changes in the properties of the resulting
systems. Furthermore, microcapsules containing GCF provided greater protection of Lmb.
reuteri under in vitro gastrointestinal conditions, with a survival rate of 80 %, compared with
40 % for free cells. The results demonstrate that GCF has potential to act both as a prebiotic
substrate and as a component of maltodextrin-based encapsulating matrices, contributing to
the protection of Lmb. reuteri and indicating its applicability in the development of synbiotic
systems for functional food applications.

Keywords: Functional foods; Legumes; Prebiotic activity; Probiotics; Synbiotics;
Microcapsules.

XVi



CAPITULO |

Introducao geral

Reviséo bibliografica

17



1. Introducéo geral

O trato gastrointestinal humano configura-se como um ecossistema complexo, no
qual a diversidade e as atividades metabdlicas da microbiota sdo influenciadas pelos
nutrientes disponiveis. Grande parte das variacfes na composicdo da microbiota intestinal é
induzida pela dieta, o que torna essencial compreender como diferentes ingredientes
alimentares podem favorecer o equilibrio e a funcionalidade desse conjunto microbiano
(Ramos & Martin, 2021).

Os alimentos funcionais contribuem para regular a microbiota intestinal e destacam-
se por alinharem nutrientes essenciais para 0 organismo a compostos bioativos capazes de
auxiliar na prevencédo e no controle de doengas crénicas ndo transmissiveis, como obesidade,
diabetes, doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Entre esses componentes, 0s
prebidticos, probidticos e simbidticos tém recebido crescente atencdo nas areas cientifica,
alimenticia e da saude, devido ao seu potencial de modular a microbiota intestinal e promover
beneficios fisioldgicos ao hospedeiro (Banwo et al., 2021; Ashaolu, 2020).

Prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que atuam como fonte
seletiva de carbono fermentavel para o crescimento e/ou atividade metabolica de
microrganismos benéficos no intestino, promovendo alteracGes especificas ha composicao e
na atividade da microbiota intestinal (Roy & Dhaneshwar, 2023). Probi6ticos, por sua vez,
sdo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro (Maftei et al., 2024). Ja os simbioticos
resultam da combinacdo de prebidticos e probidticos em um Unico sistema, de modo que o
componente prebidtico favorece a sobrevivéncia, a colonizagdo e a atividade metabdlica do
probidtico ao longo do trato gastrointestinal. A associacdo entre esses dois componentes tem
sido considerada uma estratégia promissora para potencializar os efeitos benéficos sobre a
microbiota intestinal e ampliar as aplicacdes de ingredientes funcionais em alimentos (Akutko
& Stawarski, 2021).

O interesse cientifico e industrial por prebidticos, probidticos e simbidticos tem
estimulado tanto a busca por novas formulagGes quanto a identificagdo de novas fontes
alimentares com potencial funcional. Essa procura visa expandir as alternativas disponiveis,
valorizar subprodutos agroindustriais e impulsionar inovacfes tecnoldgicas voltadas ao
desenvolvimento de alimentos funcionais e de sistemas de liberagdo de compostos bioativos
(Baker et al., 2022; Cunningham et al., 2021).
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Entre as estratégias tecnolégicas empregadas para melhorar a estabilidade e a
funcionalidade de probioticos em alimentos e sob condi¢des adversas, o encapsulamento tem
se destacado como uma abordagem eficaz. O processo consiste no aprisionamento do
microrganismo em um material de revestimento protetor, que atua como barreira entre o
ambiente externo e 0s probidticos em seu interior. Essa técnica permite proteger 0s
microrganismos durante o processamento, 0 armazenamento e a passagem pelo trato
gastrointestinal, contribuindo para a manutencdo de sua viabilidade e funcionalidade até o
local de acdo desejado (Aspri et al., 2020).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para encapsular bactérias probidticas,
como gelificacéo idnica, liofizagdo e secagem por atomizagdo. No entanto, a eficiéncia desses
processos depende diretamente das propriedades dos materiais de revestimento empregados
(Abbas et al., 2023; Sun et al., 2023). Quando matrizes de origem vegetal contendo
compostos prebioticos sdo utilizadas como materiais de revestimento no encapsulamento de
probioticos, obtém-se sistemas capazes de promover simultaneamente a protecdo fisica e o
fornecimento de substratos fermentaveis, favorecendo a colonizacéo e a atividade metabodlica
dos microrganismos encapsulados, caracterizando um sistema simbidtico de maior eficiéncia
(Agriopoulou et al., 2023).

Entre as matrizes de origem vegetal, as leguminosas s@o apontadas como candidatas
promissoras para intervengdes dietéticas e para o desenvolvimento de produtos alimenticios
funcionais, devido a sua composicao nutricional favoravel ao crescimento de microrganismos
benéficos no intestino, além de sua ampla disponibilidade em diferentes regiées do mundo
(Kadyan et al., 2022).

Na regido Nordeste do Brasil o feijdo-de-corda (Vigna unguiculata L. Wap) destaca-
se como uma das leguminosas mais cultivadas e consumidas, representando uma importante
fonte nutricional e econébmica (Maia, 2023). Essa leguminosa apresenta elevados teores de
fibras dietéticas, oligossacarideos fermentaveis, amido resistente e compostos bioativos, além
de um conjunto de propriedades tecnoldgicas favoraveis, como capacidade de absorcéo de
agua, atividade emulsificante, gelificacdo, aumento de viscosidade e formacgdo de filmes
comestiveis (Abebe & Alemayehu, 2022; Gharibzahedi & Smith, 2021). Tais atributos tornam
o feijédo-de-corda promissor tanto para estimular, de forma seletiva, o crescimento de bactérias

benéficas quanto para sua aplicacdo como material de revestimento no encapsulamento de
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probioticos, protegendo-os durante etapas criticas de processamento e digestdo (Islam et al.,
2023).

Diante desse contexto, torna-se relevante aprofundar o conhecimento sobre as
propriedades funcionais e tecnoldgicas de matrizes alimentares ndo convencionais que
possam atuar como ingredientes prebidticos e materiais de revestimento em sistemas de
encapsulamento simbidtico. Assim, esta tese foi estruturada em dois estudos principais: o
primeiro, voltado a avaliacdo do potencial prebidtico da farinha de feijdo-de-corda verde
(FFCV), e o segundo, a investigacdo de sua aplicacdo como material de revestimento no

encapsulamento de Limosilactobacillus reuteri.
2. Revisao bibliografica
2.1. Microbiota intestinal

A microbiota intestinal humana € um ecossistema microbiano diverso e complexo
que coloniza o trato gastrointestinal e desempenha funcgdes essenciais na manutencdo da
integridade da barreira mucosa e na modulacdo da resposta imunolégica do hospedeiro. Esse
conjunto microbiano é predominantemente composto por bactérias dos filos Bacteroidetes,
Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria e, em menor proporcao, por arqueias, fungos e
virus (Zhang et al., 2022). Porém, a sua composi¢cdo é Unica para cada individuo e é
influenciada por fatores como idade, condi¢cGes de estresse, habitos alimentares, uso de
medicamentos e estilo de vida (Badgeley et al., 2021).

Apesar de sua complexidade, a microbiota intestinal tende a apresentar estabilidade
relativa em sua composicdo e funcionalidade em condigcdes estaveis do hospedeiro,
influenciando processos bioldgicos, como a gigestdo e a absor¢do de nutrientes, a maturagdo
do sistema imunolégico, a resisténcia a patdgenos e a regulacdo do metabolismo energético
(Peredo-Lovillo et al., 2020).

As alteracBes nesse ecossistema podem resultar em desequilibrio funcional,
denominado disbiose, condicdo associada ao desenvolvimento de doencas infecciosas,
metabolicas e imunomediadas, incluindo gastrite, desnutricdo, obesidade, diabetes e alergias
alimentares (Khan et al., 2020). Por outro lado, a eubiose, estado em que a microbiota se
mantém em equilibrio e estabelece uma relacdo mutualistica com o hospedeiro, favorece a

homeostase intestinal e sistémica, promovendo o bem-estar e prevenindo o surgimento de
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enfermidades (Afzaal et al., 2022). Na Figura 1 sdo destacadas as principais diferencas da

dishiose e a eubiose.

Figura 1. Comparacéo entre eubiose e disbiose.
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Fonte: Adaptado de Roy & Dhaneshwar (2023).

Diante da crescente compreensdo do papel da microbiota intestinal na promocao da
salde, estratégias voltadas a sua modulacdo tém sido investigadas. Entre elas, o consumo de
alimentos funcionais, especialmente prebidticos e probidticos, destaca-se por sua capacidade
de influenciar positivamente a composi¢cdo microbiana e de gerar beneficios intestinais e

sistémicos (Apalowo et al., 2024).
2.2. Alimentos funcionais

Embora o termo alimento funcional seja amplamente utilizado na midia e na
literatura cientifica, ainda ndo ha uma definicdo Unica e universalmente aceita, pois seu
conceito varia conforme os critérios estabelecidos pelos diferentes orgdos reguladores
(Martirosyan & Sing, 2015). O conceito teve origem no Japdo, na década de 1980, quando
autoridades de saude reconheceram que determinados alimentos, além de suas funcGes
nutricionais basicas, apresentavam efeitos fisiologicos benéficos comprovados, o que
culminou na criacdo da categoria regulamentada de “Foods for Specified Health Use
(FOSHU)” (Reque & Brandelli, 2021).
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No Brasil, a regulamentacdo das alegacbes de propriedades funcionais é
responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que, por meio da
Resolucdo n° 18, de 30 de abril de 1999, estabelece que alimentos ou ingredientes com
propriedades funcionais podem, além de suas func¢Bes nutricionais basicas, produzir efeitos
metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a salde, desde que sejam seguros para consumo sem
supervisao médica (Brasil, 1999).

Em ambito internacional, o Centro de Alimentos Funcionais ampliou essa definicdo
ao considerar que os alimentos funcionais sdo produtos naturais ou processados que contém
compostos biologicamente ativos, que, em quantidades eficazes e ndo toxicas, fornecem
beneficios & salde clinicamente comprovados e validados por meio de biomarcadores
especificos relacionados a prevencdo ou a reducdo do risco de doencas crénicas (Martirosyan
& Miller, 2018; Martirosyan & Sing, 2015).

Do ponto de vista conceitual, os alimentos funcionais sdo classificados em trés
categorias principais: i) ingredientes alimentares, que correspondem a componentes bioativos
isolados com propriedades benéficas a salde, incluindo probidticos, prebidticos, fibras
alimentares, catequinas, licopeno e outros compostos fitoquimicos; ii) alimentos de uso
convencional, aqueles naturais ou ndo modificados, que se apresentam em sua forma integral
e possuem compostos bioativos intrinsecos a sua matriz, como frutas, vegetais, leguminosas,
grdos, peixes e laticinios; e iii) alimentos modificados, que sdo produtos reformulados,
enriquecidos ou fortificados com nutrientes ou substancias especificas, com o objetivo de
potencializar seus efeitos promotores da saude. Entre os exemplos mais comuns dessa
categoria, destacam-se bebidas fortificadas com calcio, antioxidantes e vitaminas, pées
enriquecidos com calcio e folato, além de produtos acrescidos de fibras vegetais, esterdis e
acidos graxos 6mega-3 (Ma et al., 2026; Essa et al., 2023).

Os beneficios atribuidos aos alimentos funcionais incluem a prevencéo e o controle
de doencas cronicas ndo transmissiveis, como obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares e
determinados tipos de cancer. Entretanto, sua eficicia depende de fatores como a
biodisponibilidade dos compostos ativos, a estabilidade na matriz alimentar, bem como das
caracteristicas fisiologicas individuais dos consumidores (Ashaolu, 2020). Dessa forma, a
comprovacao cientifica, por meio de estudos clinicos e toxicologicos, é essencial para validar

alegacdes de saude e garantir a seguranga do consumidor (Silva et al., 2020).
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Paralelamente, mudancas no perfil epidemioldgico global e a maior conscientizacéo
sobre a relagdo entre alimentacdo e saude tém impulsionado a expansdo do mercado de
alimentos funcionais. Consumidores demonstram interesse crescente por alimentos nutritivos,
sensorialmente agradaveis, sustentaveis e associados a promocao da saude intestinal e do
bem-estar geral. Esse comportamento tem estimulado a indUstria alimenticia a desenvolver
formulacdes inovadoras alinhadas ao conceito de rétulo limpo e a valorizacéo de ingredientes
de origem vegetal (Kowalska et al., 2024; Ahmad et al., 2022; Karelakis et al., 2020).

No entanto, apesar do cenario promissor, o desenvolvimento e a aceitacdo de
alimentos funcionais constituem um processo complexo, dispendioso e, muitas vezes, lento,
uma vez que dependem de fatores como custos, seguranca, respaldo cientifico, caracteristicas
sensoriais, além da percepcéo e da confianca do consumidor (Baker et al., 2022).

Entre os alimentos funcionais, prebidticos e probidticos destacam-se como 0s mais
estudados e sdo reconhecidos por sua capacidade de modular a microbiota intestinal e
promover beneficios sisttmicos ao hospedeiro. Sob a perspectiva tecnoldgica, diversos
avancos tém sido direcionados ao aumento da estabilidade e da viabilidade desses compostos
durante o processamento e na passagem pelo trato gastrointestinal (Ashaolu, 2020; Granato et
al., 2020).

As principais estratégias empregadas incluem: a microencapsulacdo de
microrganismos probidticos e sua incorporagdo em diferentes matrizes alimentares, incluindo
produtos ndo lacteos; bem como a investigacdo de novas fontes de ingredientes com potencial
prebidtico, para atuarem como substratos seletivos para microrganismos benéficos da
microbiota instestinal e participarem do desenvolvimento de revestimentos comestiveis e
sistemas de encapsulamento capazes de favorecer o aprisionamento e liberagdo controlada de
bactérias probioticas (Costa et al., 2025; Sultana et al., 2023; Gomez-Garcia et al., 2022;
Moumita & Das, 2022; Granato et al., 2020).

2.3. Prebidticos

A Associacdo Cientifica Internacional para Probidticos e Prebioticos (ISAPP) define
prebidticos como compostos alimentares ndo digeriveis que, ao alcangarem o colon, séo
utilizados seletivamente por microrganismos benéficos do hospedeiro, promovendo efeitos

positivos a saude (Gibson et al., 2017).

23



A ingestdo regular de prebidticos tem sido associada a diversos efeitos benéficos,
incluindo a modulacdo da microbiota intestinal, o fortalecimento da resposta imunoldgica e o
aumento da producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), metabolitos considerados
essenciais para a manutencao da saude intestinal (You et al., 2022).

Os AGCC, principalmente acetato, propionato e butirato, representam cerca de 90 %
dos acidos graxos produzidos pelas bactérias colonicas e desempenham funcfes importantes
na fisiologia do hospedeiro (Cong et al., 2022; Xiong et al., 2022). O butirato constitui a
principal fonte de energia dos colondcitos e contribui para a manutencdo da integridade da
barreira intestinal. O propionato, por sua vez, esta relacionado a regulacdo da gliconeogénese
hepética e a reducdo da absorcdo de colesterol. J& o acetato, além de atuar como substrato
para a sintese de lipidios, também influencia positivamente a microbiota intestinal ao
estimular o crescimento de bactérias benéficas, como Bifidobacterium e Lactobacillus (Zhang
et al., 2023).

Embora o conceito de prebiotico tenha sido introduzido h& quase trés décadas, 0s
desafios relacionados a identificacdo, caracterizacdo e validacdo desses compostos ainda
persistem. Para que um ingrediente seja considerado prebidtico, recomenda-se que alguns
critérios sejam atendidos, incluindo: i) apresentar composicdo quimica bem definida e
caracterizada; ii) ser utilizado seletivamente por microrganismos residentes no hospedeiro,
comprovado por alteracdes especificas na composicdo ou funcdo da microbiota; iii)
demonstrar efeitos benéficos a saude por meio de estudos controlados, em dosagens ou
porcdes adequadas, com registro de seguranca e reprodutibilidade; iv) possuir mecanismos de
acdo plausivel que vincule a utilizacdo seletiva do substrato aos efeitos fisiologicos
observado, idealmente sustentada por analises estatisticas (Hutkins et al., 2025).

Entre os prebidticos ja consagrados destacam-se os oligossacarideos ndo digeriveis,
como a inulina, os galactooligossacarideos (GOS) e os frutooligossacarideos (FOS), além do
amido resistente (You et al., 2022). No entanto, o crescente interesse por alimentos funcionais
tem estimulado a busca por novas fontes de compostos com potencial prebiético, incluindo
farinhas obtidas a partir de matrizes vegetais, como frutas, cereais e leguminosas, bem como
subprodutos agroindustriais e outras fontes de fibras alimentares pouco exploradas. Essa
abordagem visa ampliar a diversidade de ingredientes funcionais disponiveis, valorizar

matérias-primas locais e contribuir para o desenvolvimento de produtos inovadores com
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maior valor agregado (Garrido-Cruz et al., 2023; Calvete-Torre et al., 2022; Utami et al.,
2022; De Albuquerque et al., 2020; Silva et al., 2020; Khangwal & Shukla, 2019).

2.4. Leguminosas

Entre as matrizes vegetais investigadas como fontes de compostos com potencial
prebidtico, as leguminosas tém recebido atencdo crescente devido & sua composicéo
alimentar, caracterizada por elevados teores de carboidratos complexos e fibras alimentares.
Além disso, contém compostos bioativos capazes de resistir a digestio no trato
gastrointestinal superior e alcancar o colon, onde podem ser fermentados pela microbiota
intestinal, contribuindo para a producdo de metabdlitos benéficos ao hospedeiro, como os
AGCC (Yanni et al., 2023; Ferreira et al., 2021).

Os atributos nutricionais das leguminosas as tornam candidatas promissoras para
aplicacdes dietéticas e para o desenvolvimento de produtos alimenticios funcionais. O
consumo regular desses alimentos tem sido associado a reducdo do risco de doengas
cardiovasculares e de alguns tipos de céancer, além de contribuir para o controle do peso
corporal, promover maior saciedade e auxiliar na reducdo da glicemia (Yanni et al., 2022;
Smiglak-Krajewska, 2020; Gilham et al., 2018).

Além dos aspectos nutricionais, as leguminosas tém importancia agronémica e
ambiental, destacando-se pela grande capacidade de adaptacdo a diferentes condicdes
climéaticas e pelo baixo custo de producdo. Essas culturas encontram-se distribuidas em
praticamente todos os continentes, exceto na Antartida (Mathesius, 2022).

A Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO)
reconhece diversas espécies de leguminosas de importancia agrondmica e nutricional,

incluindo ervilha, gréo-de-bico, lentilha e feijao (Kadyan et al., 2022).
2.4.1. Feijao-de-corda (Vigna unguiculata L. Walp)

No Brasil, o feijdo é a leguminosa mais consumida e um componente principal da
dieta da populacédo, sendo a variedade Vigna unguiculata L. Wap (feijao-de-corda) uma das
mais tradicionais na regido Nordeste, onde se concentram as maiores areas de cultivo, com
producdo de 1,2 milhdo de hectares, especialmente nos estados do Ceara, Piaui, Bahia e

Maranhdo. Embora faga parte do habito alimentar da populacdo nordestina ha milhares de
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anos, apenas nas Ultimas décadas seu potencial nutricional e funcional passou a ser mais
investigado pela comunidade cientifica (Maia, 2023).

O feijao-de-corda, também conhecido como feijao-caupi ou feijdo-fradinho, é uma
leguminosa origindria do continente africano, cultivada em diferentes regides do mundo, com
destaque para areas tropicais e subtropicais, onde outras leguminosas apresentam desempenho
produtivo limitado (Ogbole et al., 2023).

Essa espécie € considerada uma cultura multifuncional, uma vez que diferentes
partes da planta, incluindo sementes, vagens e folhas, podem ser utilizadas para alimentacéo
humana e animal (Figura 2). As sementes podem ser consumidas inteiras ou processadas em
farinha e empregadas na elaboracdo de diferentes produtos alimenticios, especialmente em
preparacfes de panificacdo, enquanto as folhas podem ser usadas como hortalicas
(Duraipandian et al., 2022).

Figura 2. Folhas (A), vagens (B) e sementes do feijao-de-corda (C).

Entre as diferentes partes da planta, as sementes de feijdo-de-corda, tanto no estagio
verde quanto maduras, representam a fracdo de maior relevancia para 0 consumo humano,
apresentando composicdo nutricional relevante. Destacam-se pelo elevado teor de
carboidratos (x 60 %), constituidos majoritariamente por amido resistente e por outros
polissacarideos complexos, além de menores quantidades de acucares simples. O teor proteico
também ¢ elevado (£ 25 %), sendo representado por globulinas, albuminas e glutelinas em
maior proporc¢do, enquanto as prolaminas estdo presentes em menor proporcdo. Em relacdo a
fracdo lipidica, os grdos apresentam baixo teor de lipideos (+ 3 %), compostos principalmente
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por triglicerideos, fosfolipideos, monoglicerideos, diglicerideos, acidos graxos livres e
esterois (Abebe & Alemayehu, 2022; Rengadu et al., 2020).

O feijdo-de-corda constitui também uma importante fonte de fibras alimentares, com
predominancia da fracdo insollvel (x 13 %) em relacdo a fracédo soltvel (£ 1 %). Também se
destaca como fonte de minerais essenciais, incluindo célcio, ferro, fosforo, magnésio, potassio
e zinco, além de vitaminas, como A, C, tiamina, riboflavina, niacina, B6 e &cido pantoténico.
Adicionalmente, apresenta compostos fenolicos, entre eles taninos, flavonoides e acidos
fenolicos, reconhecidos por suas propriedades antioxidantes e por potenciais efeitos benéficos
a salde (Kebede et al., 2020; Da Silva et al., 2018).

Os elevados teores de amido resistente, de polissacarideos complexos e de fibras
alimentares conferem ao feijao-de-corda potencial como fonte de compostos com atividade
prebidtica. Esses substratos podem resistir a digestdo gastrointestinal e promover o
crescimento seletivo de bactérias benéficas, favorecendo a producdo de AGCC, metabolitos
que desempenham papel significativo na manutencéo da funcao fisiolégica normal dos seres
humanos (Kadyan et al., 2022; Rengadu et al., 2020).

Além do seu valor nutricional e funcional, o feijdo-de-corda apresenta propriedades
tecnoldgicas relevantes, atribuidas principalmente a presenca de amido e de proteinas
estruturais. Entre essas propriedades, destacam-se a elevada capacidade de retencdo de agua e
6leo, a capacidade emulsificante e a estabilidade fisico-quimica da emulséo, a aptiddo para a
formacdo e estabilizacdo de espuma, bem como o potencial de formacdo de géis sob
determinadas condi¢bes de pH e de aquecimento (Sardar et al., 2024; Gharibzahedi & Smith,
2021).

Em relacdo as propriedades funcionais, a presenca de fracdes com potencial efeito
prebidtico, associada a capacidade de formacdo de géis e de estruturas coloidais, torna o
feijdo-de-corda um material promissor para aplicacGes em sistemas alimenticios estruturados.
Nesse contexto, matrizes derivadas de leguminosas tém sido avaliadas como materiais
encapsulantes de microrganismos probidticos, nas quais podem desempenhar dupla fungéo:
atuar como barreira protetora contra condi¢cbes adversas de processamento e digestdo, ao
mesmo tempo em que fornecem substratos fermentaveis capazes de favorecer a atividade
metabdlica da microbiota intestinal (Islam et al., 2023; Yang et al., 2022; Oyeyinka et al.,
2021).
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2.5. Probidticos

De acordo com a Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e a Agricultura
(FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), probidticos sao microrganismos vivos que,
qguando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro
(Latif et al., 2023).

Os mecanismos de acdo dos probioticos envolvem multiplas interages com o
organismo do hospedeiro. Entre elas, destacam-se a modulacdo da microbiota intestinal, o
fortalecimento da barreira mucosa, o antagonismo direto contra microrganismos patogénicos,
a inibicdo da aderéncia bacteriana e da capacidade de invasdo no epitélio intestinal, o estimulo
as respostas imunoldgicas e a regulacdo do sistema nervoso central (Figura 3) (Stavropoulou
& Bezirtzoglou, 2020).

Figura 3. Mecanismos de acdo dos probioticos.
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Fonte: Adaptado de Latif et al. (2023).

Os beneficios atribuidos a esses microrganismos abrangem a modulacdo do sistema
imunoldgico, o controle e a reducdo dos niveis de colesterol sérico, a prevencgéo de infeccdes
intestinais, a supressdo da diarreia associada ao uso de antibidticos, a diminui¢do dos
sintomas de intolerancia a lactose, a mitigacao do risco de cancer colorretal e 0 aumento do

valor nutricional de produtos alimenticios (Zendeboodi et al., 2020).
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A crescente evidéncia cientifica sobre os efeitos benéficos dos probidticos tem
impulsionado o mercado global de produtos que contém esses microrganismos. As vendas de
alimentos e suplementos rotulados como probidticos aumentaram consideravelmente desde o
inicio da década de 1990. Em 2022, o mercado global de probidticos atingiu cerca de US$ 58
bilhdes, com projecdes de superar US$ 85 bilhdes até 2027 (Shah et al., 2024). Esse
crescimento tem resultado na disponibilidade de produtos contendo probidticos, como
iogurtes, leites fermentados, kefir, kombucha, vegetais fermentados e suplementos
alimentares comercializados nas formas liquidas, encapsuladas ou em pd (Depoorter &
Vandenplas, 2021; Yong et al., 2020).

Apesar da expansdo do mercado e do crescimento do consumo desses produtos, a
dose minima eficaz de probidticos ainda ndo foi totalmente estabelecida, pois os efeitos
dependem da espécie microbiana, da matriz alimentar e das condi¢cdes de consumo.
Entretanto, a literatura sugere que concentracdes superiores a 10° unidades formadoras de
colénias (UFC) por mL ou por g de alimento sdo necessarias para assegurar que quantidades
adequadas de microrganismos viaveis cheguem ao colon humano e exercam seus efeitos
benéficos (Holkem et al., 2023; Grom et al., 2020).

Entre 0s microrganismos com propriedades probidticas mais comumente
reconhecidos estdo as bactérias acido-laticas, especialmente as do género Lactobacillus. Esses
microrganismos s&o naturalmente encontrados no organismo humano e tém elevada

relevancia tecnolégica na industria alimenticia (Sharifi-Rad et al., 2020).
2.5.1.Género Lactobacillus

O género Lactobacillus é composto por bactérias Gram-positivas, fermentadoras,
anaerdbicas facultativas ou microaerofilicas, ndo formadoras de esporos, pertencentes ao filo
Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e familia Lactobacillaceae (Kullar et al.,
2023; Li et al., 2023).

Tradicionalmente, o género Lactobacillus era reconhecido por sua diversidade, com
mais de 260 espécies com variabilidade fenotipica, ecoldgica e genotipica. Em 2020, avancos
em andlises filogenémicas levaram a reclassificagdo desse grupo, resultando na redistribuicdo
das espécies em 25 géneros distintos, incluindo Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus e
Limosilactobacillus, com o objetivo de refletir, de forma mais precisa, suas relacdes

evolutivas e caracteristicas fisioldgicas (Zheng et al., 2020).
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Os microrganismos desse grupo convertem carboidratos em 4&cido latico por
diferentes vias fermentativas. Espécies homofermentativas produzem predominantemente
acido latico, enquanto as heterofermentativas, facultativas e obrigatorias, geram, além do
acido latico, metabdlitos como etanol, acido acético e dioxido de carbono (Dempsey & Corr,
2022). Essa capacidade metabolica confere ao género um papel central na producdo de
alimentos fermentados, bem como na sadde intestinal, uma vez que o &cido latico e outros
metabolitos exercem efeitos benéficos sobre o ecossistema microbiano e a integridade da
mucosa intestinal (Bangar et al., 2022).

Devido a sua seguranca microbioldgica, estabilidade tecnolégica e efeitos benéficos
comprovados a salde, espécies do género Lactobacillus sdo utilizadas como culturas
iniciadoras na producdo de alimentos fermentados e como suplementos dietéticos. Dentre as
espécies mais empregadas em aplicacBes probidticas, destacam-se Lactobacillus acidophilus,
Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus e Limosilactobacillus reuteri
(Shah et al., 2024; Kerry et al., 2018).

No entanto, cada cepa pode atuar por meio de diferentes mecanismos de acdo e
apresentar caracteristicas genotipicas e fenotipicas especificas. Nesse contexto, cepas de
Limosilactobacillus reuteri (Lmb. reuteri) tém despertado grande interesse devido as suas
propriedades imunomoduladoras, antimicrobianas, anti-inflamatdrias e metabdlicas (Berenice
et al., 2026).

2.5.1.1. Espécie Lmb. reuteri

A espécie Lmb. reuteri é formada por uma bactéria anaerdbia facultativa,
heterofermentativa obrigatdria, capaz de colonizar diferentes locais do corpo humano,
incluindo o trato gastrointestinal, o trato urinario, a pele e o leite materno. A presenca natural
nesses ambientes indica uma relacdo simbidtica com o hospedeiro e contribui para o
reconhecimento como microrganismo probidtico de relevancia clinica e biotecnoldgica
(Figura 4) (Shah et al., 2024).
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Figura 4. Morfologia celular de Lmb. reuteri observada em microscopio (A); morfologia das
colbnias de Lmb. reuteri em a4gar Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (B).
A B

Fonte: Ahmad et al. (2022).

Lmb. reuteri desempenha um papel importante na modulacdo das respostas
imunoldgicas e na manutencdo da homeostase intestinal. Estudos demonstram que essa
espécie pode influenciar a composicdo da microbiota intestinal, estimular a producdo de
metabdlitos benéficos e contribuir para a preservacdo da integridade estrutural e funcional da
barreira intestinal. Além disso, apresenta capacidade de reduzir processos inflamatorios e de
proteger células intestinais contra danos associados ao estresse oxidativo, fatores que
reforcam seu potencial para promover a saude gastrointestinal (Yu et al., 2023).

Um dos mecanismos mais caracteristicos de Lmb. reuteri € a producdo de substancias
antimicrobianas, entre as quais se destacam &cidos organicos, etanol e reuterina. A producao
desses metabolitos contribui para a inibi¢éo da coloniza¢do por microrganismos patogénicos e
para a modulacdo da microbiota intestinal, favorecendo o equilibrio do ecossistema
microbiano (Mu et al., 2018).

Devido as propriedades bioldgicas e funcionais Unicas, Lmb. reuteri tem sido
investigado em diferentes contextos clinicos, tecnolégicos e industriais quanto a sua
seguranca, viabilidade e desempenho funcional em modelos experimentais in vivo e in vitro
(Berenice et al., 2026).

Estudos clinicos demonstram sua eficacia na prevencéo e no tratamento de diferentes
disturbios gastrointestinais, incluindo diarreia infecciosa, diarreia associada ao uso de
antibiodticos, constipacdo e colicas. Além de apresentar efeitos positivos na modulacdo da
resposta imunoldgica e na reducdo de inflamacdes intestinais. Esses resultados demonstram

sua seguranca e eficdcia em diferentes grupos populacionais, incluindo bebés, criangas e
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adultos (Peng et al., 2023; Consortium et al., 2023; Saviano et al., 2021; Zaja et al., 2021; Mu
etal., 2018).

Em aplicacbes industriais, especialmente no desenvolvimento de alimentos
funcionais, Lmb. reuteri tem sido utilizado como cultura probidtica em produtos lacteos
fermentados, como leites, iogurtes e queijos, frequentemente atuando como cultura adjunta
para melhorar as caracteristicas funcionais e contribuir para a estabilidade microbioldgica,
auxiliando na inibicdo de patdgenos e microrganismos deteriorantes (Li et al., 2024; Avila et
al., 2017).

Apesar de seus multiplos beneficios e do grande interesse industrial, tecnoldgico e
nutricional associado a Lmb. reuteri, sua aplicagdo em alimentos e formulagdes
farmacéuticas, bem como a administracdo oral, enfrenta desafios e limitacbes durante o
processamento, 0 armazenamento e o transito gastrointestinal, que podem comprometer sua
biodisponibilidade e funcionalidade (Berenice et al., 2026; Liu et al., 2025).

Durante o0 processamento industrial, exposicdes a temperaturas elevadas,
desidratacdo e esforcos mecanicos podem reduzir a viabilidade de Lmb. reuteri. J4 em relacédo
ao consumo, condi¢bes de armazenamento ndo ideais, como umidade, variacGes de pH e
contaminages, continuam a comprometer a sobrevivéncia celular. Ao serem ingeridos, 0s
probioticos devem resistir a acidez do estdmago, a acdo das enzimas digestivas e aos sais
biliares, para sé entdo alcancar o colon, estabelecer uma colonizagdo bem-sucedida e exercer
suas funcdes benéficas (Feng et al., 2020).

Para mitigar essas adversidades, o encapsulamento tem se mostrado uma estratégia
promissora para proteger e preservar microrganismos probidticos, incluindo Lmb. reuteri, sob
condigdes adversas, bem como favorecer sua liberagdo controlada, em quantidades adequadas,
em sitios-alvo especificos do trato gastrointestinal, condicdo essencial para a manifestacédo
dos efeitos probidticos (Gu et al., 2022; Reque & Brandelli, 2021).

2.6. Encapsulamento como alternativa para melhorar a biodisponibilidade e

funcionalidade de microrganismos probioticos

O encapsulamento tem sido descrito como um método para aprisionar
temporariamente uma substancia ativa em matrizes poliméricas, formando capsulas que

podem variar em escala macro (>5000 pm), micro (0,2 a 5000 um) ou nano (<0,2 um) e
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liberd-la em taxas controladas e sob condi¢bes especificas, como determinado pH,
temperatura ou tempo (Alu'datt et al., 2022; Bah et al., 2020).

De modo geral, o encapsulamento envolve trés fases principais. Inicialmente, as
celulas probioticas sdo incorporadas a matriz encapsulante, que pode apresentar natureza
liquida ou sélida. Em seguida, essa matriz carregada de microrganismos é convertida em
particulas por meio de dispersdo em meio continuo ou pulverizagdo. Por fim, as particulas
formadas sdo fixadas e fortalecidas por um processo de estabilizacdo, que pode ocorrer por
mecanismos fisicos (evaporacdo, solidificacdo ou coalescéncia), quimicos (polimerizacao) ou
fisico-quimicos (gelificagdo) (Reque & Brandelli, 2021).

O encapsulamento é uma das poucas tecnologias que apresentam crescimento
continuo devido ao seu potencial unico, a alta versatilidade e a ampla gama de aplicacdes.
Diversos métodos tém sido investigados para o encapsulamento de probidticos, com o
objetivo de protegé-los durante o0 processamento, 0 armazenamento e 0 transito
gastrointestinal. Embora todos visem aumentar a estabilidade e viabilidade celular, diferem
guanto aos seus principios de formacdo das particulas, as condi¢des operacionais empregadas
e as caracteristicas fisico-quimicas das capsulas obtidas (Agriopoulou et al., 2023; Rodrigues
et al., 2020).

A escolha do método mais adequado depende de uma analise integrada de maultiplos
fatores. Entre eles, destacam-se as particularidades da cepa probidtica, as varidveis
operacionais do processo, as propriedades fisico-quimicas dos biomateriais empregados como
matriz de revestimento e o tamanho da particula desejado, de modo a garantir uma carga
microbiana adequada sem comprometer os atributos sensoriais do produto final. Além disso,
devem ser considerados o perfil de liberacdo pretendido, as condi¢cGes de armazenamento até
0 momento do consumo e a viabilidade econémica do processo (Koh et al., 2022; Rajam &
Subramanian, 2022).

Entre as diversas estratégias desenvolvidas para o encapsulamento de probioticos,
destacam-se a gelificacdo i6nica, a liofilizagdo e a secagem por atomizacdo como as mais
amplamente empregadas. Embora outros métodos também sejam descritos na literatura, seu
uso € relativamente mais restrito em comparacdo as trés abordagens principais (Berenice et
al., 2026; Mahmoud et al., 2020).
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2.6.1. Encapsulamento de probioticos por gelificacdo idnica

A gelificagdo ibnica, também conhecida como extrusdo, é um método amplamente
empregado para o encapsulamento de probioticos devido ao baixo custo e a auséncia de
exigéncias de temperaturas elevadas ou de solventes prejudiciais a viabilidade microbiana
(Cedran et al., 2025; Cid-Coérdoba et al., 2025; Ganje et al., 2024; Rojas-Mufioz et al., 2023;
Rodrigues et al., 2022; Romero-Chapol et al., 2022).

Nesse processo, as células probioticas sdo misturadas ao material de revestimento e a
solucdo resultante é forcada, gota a gota, por meio de um bico ou de uma seringa, diretamente
em um banho de gelificacdo, onde ocorre a formacao imediata das capsulas (Figura 5) (How
etal., 2022).

Figura 5. Esquema do encapsulamento de probi6ticos por gelificacdo ibnica.
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Fonte: Adaptado de Sultana et al. (2022).

Geralmente, as capsulas formadas por esse método apresentam diametro entre 2 e 5
mm, e sua dimensdo e morfologia dependem de fatores como a viscosidade da solucdo
encapsulante, o didmetro do bico utilizado, a distancia entre o bico e a solugéo de gelificacéo,
bem como o tempo de exposic¢ao ao agente endurecedor (Altamirano-Rios et al., 2022).

As principais vantagens da gelificagdo idnica incluem a facilidade operacional, o
baixo custo de implementacdo, a auséncia de necessidade de equipamentos sofisticados e a
alta taxa de viabilidade celular apds o encapsulamento. Porém, o meétodo apresenta

desvantagens relacionadas & baixa taxa de producdo e a tendéncia & formacdo de cépsulas
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relativamente grandes, o que pode restringir sua aplicacdo em formulagdes que exigem

particulas menores (Sultana et al., 2022).
2.6.2. Encapsulamento de probidticos por liofilizacéo

A liofilizacdo, também conhecida como freeze-drying, € uma das técnicas mais
empregadas para o0 encapsulamento e a preservagdo de microrganismos probioticos devido a
sua elevada capacidade de manter a viabilidade celular durante o processamento e o
armazenamento, alem da facilidade de transporte e conservacdo (Fredua-Agyeman, 2024,
Meena et al., 2023; Tyagi et al., 2023; Mahmud et al., 2022; Estilarte et al., 2021).

O método baseia-se na remocdo da agua do sistema por sublimagdo, ap6s o
congelamento prévio da suspensdo contendo células probidticas dispersas em matriz
encapsulante. O processo ocorre em trés etapas principais: congelamento, secagem primaria e
secagem secundaria. No congelamento, ocorre a formacdo de cristais de gelo, que promovem
a separacdo da fase aquosa dos sélidos. Na secagem priméria, o gelo é removido da amostra
por sublimagdo sob vacuo. Ja na secagem secundaria, que também requer vacuo na camara de
secagem, a agua residual ligada é eliminada, resultando em cépsulas com baixa umidade e
atividade de agua reduzida (Figura 6) (Kieps & Dembczynski, 2022).

Figura 6. Esquema do encapsulamento de probioticos por liofilizacéo.
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Entre as principais vantagens da liofilizagdo, destacam-se a elevada retencdo da
viabilidade celular, a estabilidade prolongada durante o armazenamento em temperatura
ambiente ou refrigerada, a facilidade de transporte e de manuseio do produto e a
compatibilidade com diferentes matrizes alimentares. Além disso, a técnica permite a
obtencdo de pos com caracteristicas adequadas para incorpora¢do em alimentos funcionais,
suplementos e formulagdes simbidticas, mantendo a funcionalidade dos microrganismos apos
a reidratacdo (Rashidinejad et al., 2022).

Por outro lado, a liofilizacdo apresenta limitacGes, especialmente relacionadas ao alto
custo operacional, ao elevado consumo energético e ao longo tempo de processamento,
fatores que podem restringir sua aplicagdo em larga escala industrial. Adicionalmente, a
sobrevivéncia dos probioticos pode ser significativamente reduzida caso os parametros do
processo e a escolha dos materiais de revestimento ndo sejam adequadamente otimizados,
uma vez que danos estruturais irreversiveis as células podem ocorrer durante o congelamento

e a desidratacdo (Rajam & Subramanian, 2022).

2.6.3. Encapsulamento de probi6ticos por secagem por atomizacéo

A secagem por atomizacdo, popularmente conhecida como spray drying, € um
método consagrado, escalavel e eficaz para a microencapsulacédo de ingredientes alimenticios,

como microrganismos probidticos (Costa et al., 2025; Kamble et al., 2024; Costa et al., 2023).

Figura 7. Esquema do encapsulamento de probidticos por secagem por atomizacao.
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O método envolve a dispersdo de células probiodticas em uma solugdo de material de
revestimento, formando uma mistura fluida, sequida de atomizacdo ou pulverizagdo na
camara de secagem, onde o fluxo de ar quente passa. A medida que as minGsculas goticulas
entram em contato com o ar aquecido, o solvente do material de parede evapora rapidamente,
resultando na formacéo de particulas de p6 seco (Figura 7) (Furuta & Neoh, 2021).

Entre as vantagens da secagem por atomizagéo, destacam-se a elevada produtividade,
0S custos operacionais mais baixos em comparacao a liofilizacdo, a capacidade de operagédo
continua e a facilidade de aplicacdo em escala industrial. Além disso, 0 método permite o
controle preciso da morfologia e do tamanho do pé resultante e contribui para a estabilidade
do produto final, devido a baixa atividade de dgua e ao peso reduzido, fatores que favorecem
0 prolongamento da vida util e facilitam o armazenamento e o transporte (Pudziuvelyté et al.,
2025; Vaselabadi et al., 2025).

Em contrapartida, as principais limitagdes durante a secagem por atomizagao estdo
relacionadas a sensibilidade das células probidticas a altas temperaturas empregadas no
processo, 0 que pode resultar em perdas de viabilidade. A rapida remocdo de dgua também
pode provocar estresse osmotico e desidratacdo celular, o que leva a inativacdo parcial das
bactérias. Assim, apesar de sua versatilidade, o0 método requer um controle cuidadoso de
multiplos fatores operacionais, pois variacdes nos parametros de alimentacdo e no interior da
camara de secagem podem afetar o rendimento, a sobrevivéncia microbiana e a qualidade do
produto final (\Vaselabadi et al., 2025; Kiep$ & Dembczynski, 2022).

2.6.4. Materiais de revestimento utilizados para o encapsulamento de probidticos

Embora diferentes métodos de encapsulamento, como gelificagdo idnica, liofilizacdo
e secagem por atomizacdo, apresentem potencial para preservar a viabilidade de
microrganismos probidticos sob condi¢cdes adversas, 0 sucesso desses sistemas depende
fortemente da escolha adequada do material de revestimento, que influencia ndo apenas a
eficiéncia e a cinética de liberacdo, mas também a estabilidade final do produto (Rajam &
Subramanian, 2022).

Um material de revestimento ideal precisa ser de grau alimenticio, biodegradavel,
capaz de formar uma barreira fisica entre 0 nlcleo e o ambiente externo, resistente as

condigdes adversas do trato gastrointestinal e, a0 mesmo tempo, permitir liberacdo controlada
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no colon. Além disso, ndo deve reagir quimicamente com as células probioticas e deve ser
sustentavel e acessivel (Xu et al., 2022; Pech-Canul et al., 2020).

Uma grande variedade de polimeros naturais e sintéticos de grau alimenticio pode ser
utilizada como material de revestimento. Entretanto, na protecdo de probioticos, 0s
componentes mais frequentemente empregados s&o carboidratos (como alginato,
maltodextrina e pectina), proteinas (como proteinas do leite, proteinas de soja e gelatina) e
lipideos (como gorduras e ceras) (Abbas et al., 2023; Koh et al., 2022).

Estudos demonstram que a associacdo de dois ou mais materiais de revestimento
pode resultar em melhorias substanciais na eficiéncia do encapsulamento e na protecdo de
probidticos. Essas combinagdes permitem explorar interagcdes sinérgicas entre diferentes
biopolimeros, aumentando a resisténcia as condi¢des gastrointestinais e contribuindo para a
liberacdo controlada de células (Agriopoulou et al., 2023; Misra et al., 2021).

Além dos materiais de revestimento ja consagrados, a incorporacao de prebidticos,
compostos bioativos e subprodutos agroindustriais tem sido investigada como estratégia
promissora para aumentar a estabilidade e a bioatividade dos microrganismos probi6ticos,
bem como conferir propriedades funcionais adicionais aos sistemas encapsulados, incluindo
efeitos simbidticos (Misra et al., 2021; Reque & Brandelli, 2021).

2.6.4.1. Maltodextrina

A maltodextrina é formalmente definida como uma mistura purificada de polimeros
de sacarideos, obtidos pela hidrolise parcial do amido comestivel, composta por unidades de
D-glicose unidas por ligacdes o-(1,4) e a-(1,6) (Xiao et al., 2022; Pech-Canul et al., 2020).

O grau de degradacéo do amido é expresso pelo valor equivalente de dextrose (DE),
que normalmente varia entre 3 e 20. Esse parametro exerce influéncia direta sobre as
propriedades fisico-quimicas da maltodextrina, como a viscosidade, a higroscopicidade, a
solubilidade e a capacidade de formacao de filme. De modo geral, quanto maior o DE, menor
0 tamanho médio das cadeias de glicose, 0 que resulta em maior solubilidade e menor
resisténcia mecénica dos filmes. Em contrapartida, maltodextrinas com menor DE apresentam
cadeias mais longas, o que favorece a formacdo de matrizes mais rigidas e estruturalmente
estaveis (Pacheco et al., 2021).

A maltodextrina € amplamente empregada como material de revestimento no

encapsulamento de probioticos devido ao seu baixo custo, atoxicidade, sabor e aroma neutros,
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elevada estabilidade térmica, alta solubilidade em &gua e baixa viscosidade mesmo em altas
concentracdes de solidos (Ceron-Cordoba et al., 2025; Kamble et al., 2024; Costa et al., 2023,;
Koh et al., 2022).

No entanto, a maltodextrina apresenta capacidade emulsificante limitada quando
utilizada isoladamente. Dessa forma, sua aplicacdo mais eficaz ocorre em sistemas
combinados com outros biomateriais, como goma arébica, amido, proteina do soro do leite,
caseina e inulina, que contribuem para a formacdo de emulsdes mais estaveis, maior
integridade estrutural das particulas e melhor protecéo celular (Xiao et al., 2022).

Diversos estudos tém explorado o uso de maltodextrina em sistemas combinados
para aprimorar o desempenho do encapsulamento de probidticos. Por exemplo, Ramirez-Olea
et al. (2024) relataram que a combinacdo de maltodextrina-alginato-inulina foi eficaz na
microencapsulacdo de Bacillus clausii, com eficiéncia de encapsulamento de 80,53 % e
preservacao da viabilidade do probidtico ao longo das etapas de producéo e dos processos

digestivos in vitro.
2.6.4.2. Pectina

A pectina € um heteropolissacarideo de origem vegetal, de complexa estrutura,
constituido predominantemente por cadeias de &cido galacturénico interconectadas por
ligacBes glicosidicas a-(1,4). Industrialmente, é obtida principalmente a partir de subprodutos
agroindustriais, como cascas de frutas citricas, sua fonte mais importante, além do bagaco de
maca e da polpa de beterraba, o que reforca seu carater sustentavel e economicamente
acessivel (Huang et al., 2021).

A estrutura da pectina € constituida por numerosos grupos carboxilicos que podem
ser esterificados, em graus variaveis, com componentes ndao agucarados, como grupos metil e
acetil. Dependendo do grau de esterificacdo (GE), as pectinas séo classificadas em alto teor de
metoxila (GE > 50 %) e baixo teor de metoxila (GE < 50 %) (Kumar et al., 2020).

O GE ¢ determinante para o0 comportamento de gelificacdo do polimero, bem como
para suas propriedades conformacionais e reologicas. As pectinas de alto teor de metoxila
formam géis em meios com elevada concentracdo de solidos sollveis (= 65 %) e pH &cido (<
3,5), sendo utilizadas na producdo de geleias e de produtos de confeitaria. Em contraste, as
pectinas de baixo teor de metoxila gelificam na presenca de ions de calcio ou de outros

cations multivalentes, em uma faixa mais ampla de pH (2,0 — 6,0), com ou sem acucar,
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caracteristica interessante para aplicagdes biotecnoldgicas (Brugnoni & Genovese, 2023;
Freitas et al., 2021).

No encapsulamento de probidticos, a pectina tem sido explorada como alternativa a
biomateriais de maior custo, em razdo de sua abundancia, preco acessivel, carater anionico,
atoxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Adicionalmente, apresenta
propriedades bioadesivas que podem favorecer a interacdo com a mucosa intestinal (Tang et
al., 2026; Rao et al., 2025; Reichembach & Petkowicz, 2021).

Do ponto de vista funcional, a pectina demonstra resisténcia a digestao por enzimas
do trato gastrointestinal superior, mas é fermentada pela microbiota col6nica, caracteristica
que favorece a liberagdo direcionada de microrganismos encapsulados no cdélon do
hospedeiro. Esse comportamento, associado ao seu potencial prebiotico, pode estimular o
crescimento de bactérias benéficas, aumentar a tolerancia a acidez e melhorar a sobrevivéncia
de probidticos encapsulados, reforcando seu papel como material de revestimento com dupla
funcionalidade tecnoldgica e bioldgica (Ishwarya & Nisha, 2022; Koh et al., 2022).

Estudos recentes demonstram o potencial da pectina como material de revestimento
no encapsulamento de probioticos. Chen et al. (2024), por exemplo, relataram que a pectina
possui potencial como material de revestimento no encapsulamento de Lactiplantibacillus
plantarum e Lactobacillus rhamnosus. Os autores alcancaram uma eficiéncia de
encapsulamento em torno de 65 % e observaram que, sob condigdes de estresse ambiental e
em processos digestivos, a taxa de sobrevivéncia dos probioticos encapsulados foi superior a

dos probidticos livres.
2.6.4.3. Componentes alternativos “naturais”

O uso de ingredientes naturais e renovaveis, especialmente os derivados de residuos
e subprodutos agroindustriais, tem mostrado uma estratégia promissora para 0
encapsulamento de probioticos. Essa abordagem esta alinhada as tendéncias de “rétulo limpo”
e “rotulo verde”, que priorizam formulagcbes mais naturais, sustentaveis e ambientalmente
responsaveis, além de contribuirem para a valorizacdo de biomassa residual e para a
minimizacao de impactos ambientais (Samborska et al., 2021).

A incorporagdo desses biomateriais pode melhorar o desempenho dos sistemas de
encapsulamento. Esses compostos podem aumentar a resisténcia das capsulas a condicoes

adversas, como acidez e temperatura elevadas, aléem de favorecer a liberagdo controlada e
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direcionada de células viaveis no trato gastrointestinal. Em alguns casos, esses materiais
também atuam como substratos fermentaveis ou fontes de nutrientes para os probidticos,
contribuindo para a manutencdo da viabilidade celular durante o armazenamento e apds o
consumo (How & Pui, 2021).

Diversos ingredientes de origem vegetal tém sido investigados como matrizes
encapsulantes alternativas para probioticos. Yeung et al. (2024) demonstraram que 0S
oligossacarideos pécticos de quiabo podem ser utilizados para encapsular probioticos com boa
estabilidade estrutural e manutencdo da viabilidade celular durante o armazenamento. De
forma semelhante, Costa et al. (2023) investigaram o uso de farinha de batata-doce como
material encapsulante e observaram que sua composi¢édo, rica em amido e fibras, favorece a
formacdo de particulas estaveis e contribui para a protecdo dos microrganismos frente a
condicdes adversas.

Ingredientes derivados de frutas também tém sido explorados como fontes
promissoras de biomateriais. Kamble et al. (2024) desenvolveram uma matriz composta por
farinha de banana verde, maltodextrina e goma arabica e observaram que essa combinacéo foi
capaz de formar microparticulas estaveis e de aumentar a resisténcia das células probidticas as
condigBes simuladas do trato gastrointestinal. Similarmente, Garrido-Cruz et al. (2023)
relataram que a farinha de casca de roma pode atuar como matriz encapsulante eficiente,
promovendo protecdo adicional as células probidticas e agregando compostos fendlicos com
potencial antioxidante.

Ingredientes derivados de leguminosas também tém demonstrado potencial para
aplicacdes no encapsulamento de probidticos. Sonmezler et al. (2025) sugerem que proteinas,
amido e farinhas de lentilha podem ser utilizados para encapsular compostos bioativos, como
probiéticos, que contribui para a melhoria de suas propriedades funcionais. Da mesma forma,
Islam et al. (2023) avaliaram o uso de proteinas vegetais provenientes de leguminosas e
cereais como materiais de revestimento e observaram que essas matrizes foram capazes de
formar microestruturas protetoras eficientes, aumentando a viabilidade celular durante o
armazenamento e em condic¢Ges simuladas do trato gastrointestinal.

A pesquisa nessa area tem se concentrado no desenvolvimento de sistemas de
entrega baseados em biomateriais renovaveis capazes de proteger microrganismos probioticos
sem comprometer sua biodisponibilidade ou atividade funcional. Além disso, esses sistemas

devem preservar os atributos sensoriais dos alimentos, como sabor, aparéncia e textura,
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garantindo sua viabilidade tecnoldgica e aceitacdo pelo consumidor (Arratia-Quijada et al.,
2024).

2.7. Abordagens experimentais para avaliacdo do potencial prebiotico e da

funcionalidade de probioticos

A avaliagdo da funcionalidade de ingredientes alimentares com potencial prebiotico e
de microrganismos probioticos requer a aplicagdo de abordagens experimentais integradas
que permitam investigar, de forma abrangente, o comportamento desses ingredientes e
microrganismos durante a digestao gastrointestinal (Zhou et al., 2023).

O sistema digestivo consiste no trato digestivo e nos drgdos acessorios, controlados
pela rede neural e pelos hormonios. O trato digestivo pode ser descrito como um tubo aberto,
com cerca de 8 a 9 metros de comprimento, que se estende da boca ao anus e é composto pela
faringe, pelo es6fago, pelo estdmago e pelos intestinos delgados. Os 6rgdos acessorios
incluem dentes, lingua, glandulas salivares, figado, vesicula biliar e pancreas. Cada parte do
trato digestivo tem uma funcdo especifica e, em conjunto, elas realizam a extracdo dos
produtos da digestdo e a eliminacdo dos residuos (Sensoy, 2021).

Diferentes metodologias tém sido empregadas com o objetivo de compreender tanto
a capacidade de matrizes alimentares de estimular, de forma seletiva, o crescimento de
microrganismos benéficos quanto a estabilidade e a viabilidade de probidticos diante de
condigcdes adversas de processamento, armazenamento e digestdo. Destacam-se, nesse
cenario, os estudos in vivo, que reproduzem condic¢es fisioldgicas reais, e 0s modelos in
vitro, que simulam essas condicdes de forma controlada e reprodutivel (Xin et al., 2023; Zhou
et al., 2023).

A digestdo gastrointestinal in vivo, que normalmente envolve humanos ou animais,
constitui um processo altamente complexo, dindmico e integrado, no qual interacdes fisico-
qguimicas, enzimaticas e microbiolégicas ocorrem simultaneamente ao longo do trato
digestorio. Apesar de sua relevancia fisioldgica, estudos in vivo apresentam limitacdes
associadas a custos elevados, restriches éticas, baixa repetibilidade devido a variabilidade
bioldgica dos individuos (Sensoy, 2021; Li et al., 2020).

Em razéo dessas limitagcdes, modelos de digestdo gastrointestinal in vitro tém sido
desenvolvidos como alternativas experimentais que permitem simular as etapas fundamentais

da digestdo, incluindo as fases oral, gastrica e intestinal, por meio do ajuste de parametros
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como pH, composicdo enzimatica, presenca de sais biliares e tempo de residéncia,
possibilitando tanto a estabilidade de compostos bioativos quanto a sobrevivéncia de
microrganismos probioticos ao longo da digestdo (Ji et al., 2022; Brodkorb et al., 2019;
Minekus et al., 2014).

A determinacdo do potencial prebidtico de matrizes € frequentemente realizada por
meio de ensaios de crescimento seletivo, nos quais se avalia a capacidade do substrato de
estimular microrganismos benéficos em comparacdo com bactérias indesejaveis. Nesses
estudos, parametros como viabilidade celular, taxa de crescimento e variacdes de pH sao
utilizados para o célculo de indices de atividade prebiotica, permitindo a analise quantitativa
da seletividade do substrato. Adicionalmente, a fermentacdo colonica in vitro possibilita
avaliar a atividade metabolica microbiana, incluindo a producdo de acidos organicos, como
AGCC, cuja quantificacdo é comumente realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), reforcando a funcionalidade das matrizes avaliadas (Jin et al., 2026; Bhagwat et al.,
2025; Subhash et al., 2024; De Oliveira et al., 2023; De Andrande et al., 2022).

No caso dos probioticos, a viabilidade celular constitui um dos principais parametros
para a avaliacdo da sua funcionalidade, sendo geralmente determinada por métodos de
contagem de UFC. Essa abordagem permite quantificar a sobrevivéncia dos microrganismos
em diferentes condi¢cBes experimentais, incluindo o processamento tecnoldgico, o
armazenamento e a digestdo gastrointestinal in vitro. Além disso, a aplicacdo de técnicas de
encapsulamento tem sido amplamente investigada como estratégia para melhorar a
estabilidade e a protecdo dos probioticos, sendo sua eficacia avaliada por meio de parametros
como a taxa de encapsulamento, a integridade estrutural das particulas e a manutencdo da
viabilidade celular ao longo do tempo (Costa et al., 2025; Kamble et al., 2024; Tyagi et al.,
2023; Rodrigues et al., 2022).

Técnicas de caracterizacdo fisica, quimica e estrutural também sdo empregadas para
compreender as interacbes entre 0s materiais de revestimento e 0s microrganismos
encapsulados, bem como as propriedades das matrizes desenvolvidas. A espectroscopia no
infravermelho médio (MIR) permite identificar grupos funcionais e possiveis interagdes
intermoleculares entre 0s componentes do sistema, enquanto a andlise térmica por
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) fornece informacgdes sobre a estabilidade térmica
e as transicdes fisico-quimicas das matrizes encapsulantes (Montoya-Soto et al., 2025; Yeung
etal., 2024).
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J& a microscopia eletronica de varredura (MEV) permite avaliar a morfologia e a
integridade estrutural das particulas formadas. A determinagdo de propriedades, como
atividade de agua (aw), teor de umidade, solubilidade, viscosidade e cor instrumental,
contribui para a compreensdo da estabilidade e da aplicabilidade dos sistemas em alimentos
(Gazalian et al., 2025; Santos et al., 2025; Costa et al., 2023). A andlise reoldgica das solugdes
encapsulantes também se destaca como uma ferramenta importante para avaliar o
comportamento do fluxo e as interagbes estruturais antes do processo de secagem,
influenciando diretamente a formac&o e as caracteristicas das capsulas obtidas (Montoya-Soto
et al., 2025; Hughes et al., 2024).

Dessa forma, a aplicacdo integrada de modelos de digestdo in vitro, ensaios de
atividade prebiotica, fermentacao coldnica e técnicas de caracterizacao fisico-quimica permite
uma avaliacdo abrangente da digestibilidade e da funcionalidade de matrizes alimentares, bem
como da eficiéncia dos sistemas de encapsulamento de probidticos em sitios especificos do

intestino, contribuindo para o desenvolvimento de alimentos funcionais mais eficazes.
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Objetivos
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1. Objetivos
1.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial prebidtico da farinha de feijao-de-corda verde (FFCV) e sua
aplicacdo como material de revestimento no encapsulamento de Limosilactobacillus reuteri,

com foco na protecdo e na manutengdo da viabilidade do probidtico em condi¢fes adversas.
1.2. Objetivos especificos

- Obter e caracterizar a FFCV quanto a composicdo quimica e parametros fisico-
quimicos;

- Obter a farinha de feijao-de-corda verde digerida (FFCVD) por meio da digestéo
gastrointestinal in vitro;

- Determinar o teor de compostos fendlicos totais e o perfil fendlico da FFCV e da
FFCVD;

- Caracterizar a FFCV e a FFCVD quanto aos grupos funcionais e as diferencas
estruturais por espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR);

- Avaliar o escore de atividade prebidtica da FFCV e da FFCVD em comparacao ao
frutooligossacarideo (FOS), prebio6tico comercial consagrado, a fim de verificar a capacidade
dessas matrizes de estimular seletivamente o crescimento de Lmb. reuteri em comparacao a
Escherichia coli;

- Avaliar os efeitos da FFCV e da FFCVD na atividade metabdlica de Lmb. reuteri
durante fermentacdo colénica in vitro, por meio da viabilidade celular, variacdo do pH e
producdo de acidos organicos;

- Desenvolver microcépsulas contendo Lmb. reuteri utilizando FFCV como material
de revestimento, combinada com maltodextrina e pectina, pelo método de secagem por
atomizacéo;

- Investigar o efeito das diferentes concentragdes dos materiais de parede no
comportamento reologico das solucbes encapsulantes e a eficiéncia de encapsulamento;

- Caracterizar as solucfes encapsulantes e as microcapsulas por MIR, microscopia
eletrbnica de varredura, atividade agua, teor de umidade, solubilidade, cor instrumental e

calorimetria diferencial de varredura;
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- Avaliar a viabilidade celular de Lmb. reuteri, livre e microencapsulado durante a

digestéo gastrointestinal in vitro.

68



CAPITULO 11l

Artigo |

Potencial prebiotico da farinha de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) verde: resisténcia

a digestdo gastrointestinal in vitro e fermentacao seletiva por Limosilactobacillus reuteri
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Resumo

A busca por ingredientes alimentares com potencial funcional e benéficos a saude intestinal
tem impulsionado o interesse por substratos prebidticos de origem vegetal. Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo caracterizar a composi¢do quimica da farinha de feijdo-
de-corda verde (FFCV), avaliar sua resisténcia a digestdo gastrointestinal e investigar o
potencial prebidtico da farinha integral e de sua fracdo ndo absorvivel p6s-digestdo, por meio
da fermentacdo colbnica in vitro com Limosilactobacillus reuteri, em comparagdo com o
frutooligossacarideo (FOS), utilizado como prebidtico de referéncia. A FFCV foi obtida a
partir de graos de feijdo-de-corda verde, tendo sido determinadas sua composi¢do quimica e
suas propriedades fisicas. Posteriormente, foi submetida a digestdo gastrointestinal in vitro,
obtendo-se a fracdo ndo absorvivel pés-digestdo (FFCVD). A FFCV e a FFCVD foram
investigadas quanto ao perfil fendlico, ao escore de atividade prebidtica e a atividade
metabdlica (contagem de células vidveis, modulacdo do pH e producédo de acidos organicos),
por meio de ensaios de fermentacdo, na concentracdo de 20 g/L, por 48 horas. A FFCV
apresentou teor de carboidratos (63,50 %) e de proteinas (22,7 %) elevados, além de um perfil
fendlico caracterizado pela presenca de &cido galico, &cido clorogénico, acido siringico, acido
cumarico e rutina. Tanto a FFCV quanto a FFCVD apresentaram escores positivos de
atividade prebiotica (0,88 — 1,23), superiores ou proximos ao do FOS (0,73), além de
favorecerem a manutencéo da viabilidade celular (8,45 — 8,48 Log10 UFC/mL), a acidificacédo
moderada do meio e a producdo de acidos organicos (acético, butirico, latico e propidnico)
compativeis com um perfil fermentativo favoravel. Esses efeitos indicam o potencial da
FFCV como substrato prebiético, tanto em sua forma integral quanto ap6s a digestdo
gastrointestinal, destacando sua aplicabilidade como ingrediente de origem vegetal para o
desenvolvimento de alimentos com potencial de promocéo da salde intestinal.

Palavras-chave: Leguminosas; Atividade prebidtica; Digestdo in vitro; Microbiota intestinal.

1. Introducéo

A demanda crescente por alimentos funcionais tem impulsionado o desenvolvimento
de ingredientes alimentares capazes de modular a microbiota intestinal e promover efeitos
fisiolégicos e metabdlicos beneficos, tanto no trato gastrointestinal quanto em niveis
sisttmicos (Ahmed et al., 2022; Abdi & Joye, 2021).

Entre esses ingredientes, os prebioticos destacam-se por serem substratos ndo
digeriveis utilizados de forma seletiva por microrganismos do hospedeiro, conferindo
beneficios a satde, conforme definido pela International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics (ISAPP) (Gibson et al., 2017). Os principais prebioticos incluem carboidratos
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complexos, como galacto-oligossacarideos (GOS), frutooligossacarideos (FOS) e fracGes de
amido resistente (Guimardes et al., 2020).

Além dos carboidratos complexos, os compostos fenolicos tém sido explorados e
apontados como potenciais agentes com efeito prebidtico. Esses compostos podem influenciar
a composicdo e a atividade microbiana, além de atuar na integridade da barreira intestinal, ao
servirem como substratos para microrganismos especificos e ao exercerem efeitos
antimicrobianos seletivos, inibindo populagdes indesejaveis e favorecendo o crescimento
relativo de bactérias benéficas (Petersen & Mansell, 2025; Ribeiro et al., 2021).

Alimentos de origem vegetal tém sido investigados como fontes alternativas de
substratos prebidticos. Esse interesse esta alinhado as atuais demandas dietéticas e ao estilo de
vida contemporaneo, que valorizam a escolha de ingredientes com rotulo limpo,
caracterizados por menor grau de processamento, auséncia de aditivos artificiais e
formulagdes com menor complexidade de ingredientes, além de maior naturalidade percebida
pelo consumidor. Essas fontes, além de contribuirem para a ampliacdo do mercado de
alimentos funcionais e para o fomento a inovacdo no setor alimenticio, também promovem
beneficios nutricionais e econdémicos (Sawangwan et al., 2024; Calvete-Torre et al., 2022;
Gomez-Garcia et al., 2022; Liao et al., 2022; Moumita & Das, 2022; Utami et al., 2022; De
Albuquerque et al., 2020).

Entre as matrizes vegetais, as leguminosas sdo apontadas como fontes promissoras
de fracbes prebidticas, devido ao seu teor de carboidratos complexos, fibras dietéticas e
compostos fendlicos. Essas substancias resistem parcialmente a digestdio no trato
gastrointestinal superior e alcancam o co6lon, onde sdo fermentadas pela microbiota intestinal,
0 que contribui para a producdo de metabdlitos, como os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), associados a integridade da barreira epitelial, a modulacéo do sistema imunologico e
a saude metabdlica (Kadyan et al., 2023; Kadyan et al., 2022).

Entre as leguminosas, o feijdo-de-corda (Vigna unguiculata L. Walp.), também
conhecido como feijdo-caupi ou feijdo-fradinho, pertence a familia Fabaceae e, cultivado em
regibes tropicais e subtropicais, apresenta-se como uma possivel fonte de prebioticos. Seus
grdos, tanto verdes quanto maduros, sdo uma fonte alimentar de importancia socioeconémica,
especialmente em paises em desenvolvimento, devido ao baixo custo de producéo, a alta
produtividade ao longo do ano e as suas qualidades nutricionais e nutracéuticas (Ogbole et al.,
2023).

71



Do ponto de vista nutricional, o feijdo-de-corda apresenta atributos favoraveis, com
baixo teor lipidico e rico em compostos com aplicagdes biotecnoldgicas promissoras, como
carboidratos complexos (incluindo o amido), fibra dietética, proteinas e minerais. Em termos
de composic¢do fitoquimica, contém uma variedade de constituintes fenolicos, como taninos e
flavonoides (Abebe & Alemayehu, 2022). Adicionalmente, contém compostos
tradicionalmente classificados como antinutricionais, como fitatos, lectinas, saponinas e
taninos, que podem reduzir a biodisponibilidade de determinados nutrientes. Entretanto, seus
efeitos sdo dose-dependentes e, em baixas concentragdes, Seus compostos apresentam
propriedades bioativas relevantes, incluindo atividade antioxidante, antimicrobiana e
moduladora da resposta imune. Por esse motivo, tais compostos também sdo descritos como
fatores nutricionalmente ativos ou compostos bioativos (Higashijima et al., 2020).

Embora as sementes de feijao-de-corda sejam consumidas principalmente no estagio
verde, apresentam vida til limitada, de aproximadamente trés dias sob refrigeracdo. Essa
rapida deterioracdo estd associada ao elevado teor de umidade e a suscetibilidade a
contaminacgdo por microrganismos, que pode ocorrer desde o cultivo até as etapas de colheita,
processamento e armazenamento (lacumin & Comi, 2019). Nesse sentido, a conversdo do
grdo em farinha constitui uma estratégia tecnoldgica viavel para prolongar a vida util e
preservar compostos bioativos, além de facilitar o armazenamento, o transporte e a aplicacdo
em diferentes formulacdes alimenticias (Gu et al., 2020; Millar et al., 2019).

Para avaliar potenciais prebidticos de novas fontes alimentares, especialmente no que
se refere a resisténcia a digestdo e a disponibilidade de substratos para fermentacdo coldnica,
modelos in vitro de digestdo gastrointestinal tém sido empregados. Esses modelos simulam as
fases oral, gastrica e intestinal, seguidas de fermentacdo coldnica em condi¢des controladas,
constituindo uma alternativa viavel, reprodutivel e eticamente aceitavel em comparacdo aos
estudos in vivo (Yu et al., 2024; Isenring et al., 2023; Sing et al., 2022)

Para a triagem de fermentabilidade coldnica, microrganismos probi6ticos, como
Limosilactobacillus reuteri (Lmb. reuteri), s&o comumente empregados devido a sua
capacidade de sobreviver ao trato gastrointestinal e de oferecer efeitos benéficos a saude
intestinal (Saviano et al., 2021). Dessa forma, a avaliacdo da capacidade de diferentes
substratos de estimular o crescimento e a atividade metabolica de Lmb. reuteri constitui uma
abordagem pertinente para a caracterizacdo do potencial prebidtico de novas matrizes

alimentares.
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Apesar do potencial do feijdo-de-corda, faltam estudos que avaliem de forma
integrada a composicéo quimica, a resisténcia a digestdo gastrointestinal e a fermentabilidade
colénica da farinha de feijao-de-corda verde (FFCV), especialmente em compara¢do com
prebidticos comerciais consolidados, como o FOS. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo caracterizar a composi¢do quimica da FFCV, avaliar sua resisténcia a digestdo
gastrointestinal e investigar o potencial prebiodtico da farinha integral e de sua fracdo néo
absorvivel pés-digestdo, por meio da fermentacdo col6nica in vitro com Lmb. reuteri, em

comparagéo ao FOS.
2. Metodologia
2.1. Obtenc¢do da matéria-prima e preparo da FFCV

O feijao-de-corda foi adquirido de produtor da regido de Itapetinga, Bahia, Brasil
(15° 14” 40” Sul 40° 16° 38” Oeste), no estagio de maturidade fisioldgica caracterizado por
grdos frescos.

A FFCV foi produzida conforme metodologia descrita por Bento et al. (2021), com
adaptacdes. Inicialmente os gréos foram selecionados, higienizados em solucédo clorada a 200
ppm por 15 min e enxaguados em agua corrente. Em seguida, foram submetidos a secagem
em estufa com circulacdo de ar (320-SE, Fanem Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) a 60 °C até
atingir teor de umidade < 10 %. Apo6s a secagem, o material foi triturado em moinho de facas
(Willey SL-31, Solab Cientifica, Campinas, SP, Brasil), com granulometria de 2 mm e a
farinha obtida foi acondicionada em sacos de polietileno hermeticamente fechados e
armazenada em local seco e fresco, sob temperatura ambiente (25 + 2 °C), até a realizacdo das

analises.
2.2. Determinacao dos parametros fisicos e quimicos

O rendimento da FFCV foi calculado com base na massa do gréo de feijdo in natura
(M)) e na massa da farinha obtida apds a moagem da matéria-prima desidratada (Mg),

conforme a Equagdo 1.

Rendimento (%) = (Mr / M;) x 100 (1)
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Os teores de umidade, cinzas e proteinas da FFCV foram determinados conforme as
técnicas n° 925.10, n° 923.03 e n° 923.03 da AOAC, respectivamente (AOAC, 1997). Para o
teor de lipideos utilizou-se metodologia descrita por Silva & Queiroz (2002). O teor de
carboidratos totais foi calculado por diferenca, segundo Millar et al. (2019).

A atividade de &gua (aw) foi determinada com um medidor de atividade de &gua de
bancada da AqualLab (Series 3TE, Decagon Devices, Pullman, WA, Estados Unidos). O pH
foi determinado em pHmetro de bancada (Q400AS, Quimis, Diadema, SP, Brasil), de acordo
com o método n® 981.12 da AOAC (AOAC, 2016). A acidez titulavel foi determinada por
titulagdo com solugdo de NaOH 0,1 mol/L (LabMaster Comércio de Produtos Cientificos
Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), conforme a técnica n°® 942.15 da AOAC (AOAC,
2016).

2.3. Avaliacao do padréao microbiologico da FFCV

Para avaliar a carga microbiana da FFCV, foram realizadas analises de Bacillus
cereus, Escherichia coli e Salmonella, conforme recomendacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para cereais, farinhas, massas alimenticias e produtos de
panificacdo, por meio da Instrucdo Normativa (IN) n° 161, de 1 de julho de 2022 (Brasil,
2022), seguindo metodologia descrita no Manual de Métodos de Analise Microbiol6gica de
Alimentos e Agua (Da Silva et al., 2017).

2.4. Digestao gastrointestinal in vitro da FFCV

A digestdo gastrointestinal in vitro foi conduzida por meio de variacdes de pH e
temperatura, sob agitacdo mecanica para simular movimentos peristalticos, e com acdo
enzimatica [a-amilase (A1031), pepsina (P7012) e pancreatina (P7545) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, Estados Unidos)] e bile bovina (B3883) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
Estados Unidos), além de etapa de absorcdo intestinal simulada por didlise. O protocolo foi
realizado conforme descrito por Da Silva et al. (2024), Massa et al. (2022) e De Albuquerque
et al. (2020), com adaptacgoes.

Inicialmente, 10 g de FFCV foram suspensos em 50 mL de agua destilada estéril e
homogeneizados por 5 min. Para simular a fase oral, uma solucdo de a-amilase (3,33 mg) e
CaCl> 1 mol/L (1,04 mL) (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil) foi

adicionada a amostra e incubada a 37 °C por 2 min a 130 rpm. Em seguida, a fase gastrica foi
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conduzida ajustando o pH da mistura para 2,0-2,5 com HCI 1 mol/L (Ecibra, Sdo Paulo, SP,
Brasil). Posteriormente, foi adicionada uma solugéo de pepsina (0,45 g) e HCI 0,1 mol/L
(4,16 mL), seguida de incubacéo a 37 °C por 2 h a 130 rpm. Para a digestdo intestinal, bile
(0,58 g) e pancreatina (0,93 g) foram dissolvidas em NaHCO3 0,5 mol/L (20,8 mL) (Labsynth
Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema, SP, Brasil) e incorporadas a amostra. O pH foi
ajustado para 6,5-7,0 com NaHCOs a 1 mol/L, e a mistura foi mantida a 37 °C por 2 h a 45
rpm.

Ao término da digestdo, a amostra foi transferida para uma membrana de didlise com
corte de peso molecular de 1 kDa (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos)
previamente hidratada em &gua destilada a 60 °C por 30 min. A membrana foi imersa em uma
solucdo de NaCl 0,01 mol/L e mantida a 5 °C por 15 h. O fluido da dialise foi substituido por
uma nova solucdo de NaCl e o processo continuou por mais 2 h. No final, a fracdo que
atravessou a membrana foi considerada biodisponivel para absor¢do na corrente sanguinea,
enquanto a fracdo retida representou o material ndo absorvivel, disponivel para fermentacéo
pela microbiota intestinal. O contetdo retido foi congelado a -18 °C e liofilizado
(temperatura: -50 £ 2 °C, pressdo do vacuo: <0,120 mBar) por 72 h em liofilizador de
bancada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, Estados Unidos). As amostras
liofilizadas foram acondicionadas em sacos de polietileno hermeticamente fechados,
armazenadas a 4 °C e denominadas farinha de feijéo-de-corda verde digerida (FFCVD).

2.5. Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais da FFCV e FFCVD

O teor de compostos fenolicos totais da FFCV e da FFCVD foi determinado
conforme metodologia descrita por Bento et al. (2021), com adaptacdes.

Inicialmente, realizou-se a extracdo dos compostos fendlicos. Para isso, 0,5 g de cada
amostra foi solubilizada em 20 mL de solugdo de metanol 70 % (v/v) (Exodo Cientifica,
Sumaré, SP, Brasil) e submetida a agitacdo em incubadora shaker (SL-222/E, Solab
Cientifica, Piracicaba, SP, Brasil) a 25 °C por 30 min a 100 rpm. Em seguida, foram
centrifugadas em centrifuga (CT-6000R, Cientec Equipamentos Cientificos Ltda., Belo
Horizonte, MG, Brasil) a 2800 g por 10 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados e
armazenados em frascos de vidro &mbar a -18 °C até a realizacdo das anélises.

A determinagdo do contetdo de fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-

Ciocalteu. Em tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL dos extratos das amostras, 2,5 mL
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de solucdo de Folin-Ciocalteu a 10 % (v/v) (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.,
Indaiatuba, SP, Brasil) e 2,0 mL de solucdo de carbonato de sédio a 7,5 % (m/v) (Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda., Indaiatuba, SP, Brasil). As misturas foram homogeneizadas e
mantidas ao abrigo da luz a 25 °C por 2 h. Posteriormente, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (SP 2000 UV, Bel Photonics, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 765 nm. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (Neon Comercial
Reagentes Analiticos Ltda., Suzano, SP, Brasil) (EAG)/100 g de FFCV ou FFCVD.

2.6. Perfil dos compostos fenolicos da FFCV e FFCVD

O perfil dos compostos fendlicos da FFCV e da FFCVD foi determinado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (DGU-20A5, Shimadzu, Kyoto, Japéo),
acoplada a um detector UV-VIS (SPD-M20A, Shimadzu, Kyoto, Japao).

Os extratos das amostras foram preparados conforme metodologia descrita no item
2.4. Os extratos foram filtrados com filtros estéreis de 0,22 pum ¢ analisados na coluna RP-LC
(Zorbax SB-C18, 4,6 mm ID x 250 mm, 5 um) acoplada a coluna de guarda (Zorbax SB-C18,
4,6 mm ID x 12,5 mm, 5 um). A fase movel consistiu em solugdo aquosa de acido acético a
2,5 % (v/v) (solvente A) (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e acetonitrila (solvente B)
(Dindmica Quimica Contemporanea Ltda., Indaiatuba, SP, Brasil), a uma taxa de fluxo de 1
mL/min. O programa de eluicdo em gradiente foi estabelecido da seguinte forma: 0 a 13 min,
3% de B; 13 a 18 min, 9% de B; 18 a 25 min, 11% de B; 25 a 45 min, 18% de B; 45 a 50 min,
30% de B; e em 50 min, 3% de B. Os cromatogramas foram registrados a 280 nm. Os picos
cromatograficos foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo dos padrbes
analiticos de acido gélico, acido clorogénico, acido siringico, &cido cumarico e rutina (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) e a quantificagdo foi realizada por meio da

regressao das curvas dos padrdes correspondentes (Muhammad et al., 2022).

2.7. Indice de bioacessibilidade

O indice de bioacessibilidade (IB) foi utilizado para avaliar o efeito da digestdo in
vitro na composicgdo fendlica da FFCV. O IB foi calculado utilizando a Equagéo 2, conforme
descrito anteriormente por Honaiser et al. (2023).

IB (%) = (A/B) x 100 )
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Onde: A é o teor de compostos fendlicos apds a digestdo in vitro e B € o teor de
compostos fenodlicos antes da digestao in vitro.

2.8. Analise espectroscopica da FFCV e FFCVD

As amostras de FFCV e da FFCVD foram caracterizadas quanto aos grupos
funcionais e as diferencas estruturais por espectroscopia no infravermelho médio (MIR) com
transformada de Fourier e reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) (Cary 630, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, Estados Unidos), equipado com cristal de diamante,
conforme metodologia de Santos et al. (2021), com adaptacgdes. Os espectros foram obtidos na
faixa espectral de 4000 a 600 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e varredura de 64 scans.
Aproximadamente 0,1 g de cada amostra foi colocada sobre a superficie do cristal de
diamante, onde incidiam os raios na faixa do infravermelho, obtendo-se os espectros no modo
de absorbancia. Antes de cada coleta o espectro de fundo branco foi verificado. Durante a
analise, a temperatura ambiente foi mantida em torno de 25 °C. O software utilizado para a
aquisicdo dos espectros foi 0 Agilent MicroLab PC, e as méximas absorbancias observadas na

faixa de nimero de onda foram utilizadas como variaveis de estudo.

2.9. Microrganismos e condicgdes de cultivo

Foram utilizados dois microrganismos, a bactéria probidtica Lmb. reuteri (DSM
17938), obtida a partir do suplemento alimentar comercial ProVance (Aché, Brasil) e a
bactéria patogénica entérica Escherichia coli (ATCC 29922), cedida pela Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus-BA.

As suspensdes de células foram preparadas conforme descrito por De Albuquerque
et al. (2020), com adaptacdes:

- Lmb. reuteri: A cepa liofilizada (1x108 UFC/360 mg) foi dissolvida em caldo Man-
Rogosa-Sharpe (MRS) (Neogen Culture Media, Estados Unidos) e incubada em estufa tipo
BOD (CE-300/350, Cienlab Equipamentos Cientificos Ltda., Campinas, SP, Brasil) a 37 °C
por 24 h. Apos a incubacéo, as células foram coletadas por centrifugacdo (CT-6000R, Cientec
Equipamentos Cientificos Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil) a 4500 g por 15 mina 4 °C. O
pellet foi lavado duas vezes com solucgéo salina esteril (NaCl) a 0,9 % (m/v) (Vetec Quimica
Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil), novamente centrifugado e ressuspenso na mesma

solucdo. Em seguida, a densidade éptica (DO) da suspensdo foi ajustada para 1,000, medida a
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600 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro (SP 2000 UV, Bel Photonics, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). A concentracgdo celular foi determinada por meio de diluigdes seriadas, plaqueamento
em triplicata em agar MRS, com a técnica de microgotas, seguido de incubacéo a 37 °C por
48 h. Apos a contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC), a suspensdo apresentou
concentragéo final em torno de 8 Logio UFC/mL.

- E. coli: A cepa foi cultivada em caldo Mueller-Hinton (MH) (Kasvi, Italia) a 37 °C
por 20 h. Os procedimentos de coleta de células foram os mesmos descritos anteriormente
para Lmb. reuteri. A DO da suspensdo foi ajustada para 0,100, medida a 600 nm e a
concentracdo celular foi determinada por meio de dilui¢bes seriadas, plagueamento em
triplicata em &gar MH, com a técnica de microgotas, e incubagdo a 37 °C por 24 h. A

suspensdo obtida forneceu concentracdo aproximada de 7 Logio UFC/mL.

2.10. Preparo dos meios de cultivo

Os meios de cultivo MRS e MH, com fontes de carbono modificadas, foram
preparados e utilizados para avaliar, respectivamente, o crescimento de Lmb. reuteri e E. coli,
bem como para investigar os potenciais efeitos prebiéticos da FFCV e da FFCVD, conforme a
metodologia descrita por Mafaldo et al. (2024), com adaptacbes. As fontes de carbono
utilizadas foram (20 g/L): i) glicose (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema,
SP, Brasil), componente ndo prebidtico e fonte de carbono amplamente utilizada no cultivo de
bactérias laticas; ii) FOS (Nutratec Tecnologia em Nutrientes, Ribeirdo Preto, SP, Brasil),
prebidtico comercialmente conhecido em nivel mundial; iii) FFCV; iv) FFCVD. Apds o
preparo, os meios foram devidamente homogeneizados e esterilizados, conforme as
recomendacdes para cada formulacdo. A composicdo detalhada dos meios de cultivo com

fonte de carbono modificada encontra-se descrita no material suplementar.
2.11. Determinacdo dos escores da atividade prebiotica da FFCV e FFCVD

O potencial prebidtico da FFCV e da FFCVD foi avaliado por meio do escore de
atividade prebiotica, com o objetivo de verificar a capacidade dessas matrizes de estimular, de
forma seletiva, o crescimento de Lmb. reuteri em comparacgédo a E. coli. O procedimento foi
conduzido conforme descrito por Mafaldo et al. (2024), com adaptacdes.

Aliguota de 200 L da suspensdo de células de Lmb. reuteri foi inoculada em 10 mL
de caldo MRS com fonte de carbono modificada (glicose, FOS, FFCV ou FFCVD).
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Paralelamente, 200 pL da suspensdo de células de E. coli foram inoculados em 10 mL de
caldo MH contendo as mesmas fontes de carbono. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 37 °C por 48 h. Posteriormente, 1 mL de cada caldo com
diferentes fontes de carbono foi coletado, diluido em 9 mL de solucédo salina estéril a 0,9 %
(m/v) e homogeneizado. Em seguida, realizaram-se diluicdes seriadas e o plagueamento em
triplicata, utilizando a técnica de microgotas em agar MRS (para Lmb. reuteri) e MH (para E.
coli), com incubacédo a 37 °C por 48 e 24 h, respectivamente. A contagem das células foi

expressa em Logio UFC/mL e os valores obtidos foram aplicados na Equagéo 3.
Escore = [(Npas — Npo) / (Gpag — Gro)] — [(Ne4s — Neo) / (Geas — Geo)] (3

Onde: N representa o nimero de células viaveis (Logio UFC/mL) para as fontes de
carbono FOS, FFCV ou FFCVD e G representa o numero de células viaveis (Logio UFC/mL)
utilizando glicose. Os subscritos P e E representam, respectivamente, as cepas de Lmb. reuteri

e de E. coli, enquanto 0 e 48 indicam os tempos analisados em h.

2.12. Avaliacdo dos efeitos da FFCV e FFCVD na atividade metabdlica de Lmb. reuteri

durante fermentacéo col6nica in vitro

A atividade metabdlica de Lmb. reuteri em caldos de cultivo contendo FFCV e
FFCVD foi avaliada por meio da viabilidade celular, da variacdo do pH e da produgéo de
acidos organicos durante a fermentacdo col6nica in vitro, conforme descrito por Yuan et al.
(2023) e De Albuquerque et al. (2020), com adaptacgdes.

Nos tempos de incubacdo de 0, 6, 12, 18, 24 e 48 h, foram determinados a contagem
de células viaveis e os valores de pH, conforme metodologias descritas nos itens 2.11 e 2.2,
respectivamente.

A quantificacdo dos é&cidos organicos foi realizada por CLAE (DGU-20A5,
Shimadzu, Kyoto, Japédo), acoplada a um detector UV-VIS (SPD-M20A, Shimadzu, Kyoto,
Japéo). As amostras dos caldos de cultivo com diferentes fontes de carbono foram coletadas
nos tempos de 12, 24 e 48 h. Aliquotas de 20 pL, devidamente filtradas com filtros estéreis de
0,22 um, foram injetadas e analisadas na coluna HPX-87H (7,8 x 300 mm) (Bio-rad,
Hercules, CA, Estados Unidos), operada a 45 °C sob condi¢des isocraticas, utilizando &cido
sulfurico a 0,005 mol/L (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda., Indaiatuba, SP, Brasil)

como fase mdvel, com fluxo de 0,6 mL/min e tempo de corrida de 30 min. Os picos
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cromatograficos foram identificados em comparacdo com os tempos de retengdo dos padrdes
analiticos de &cidos acético, butirico, latico e propibnico (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
Estados Unidos) e quantificados por meio da regressdo das curvas obtidas com os padrbes

correspondentes.

2.13. Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em trés repetices e os dados foram analisados
por meio de analise de variancia (ANOVA). Para os resultados significativos, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de 95 % (p < 0,05). Os

calculos estatisticos foram realizados no software Statistical Analysis System (SAS).
3. Resultados e Discusséo

3.1. Parametros fisicos e quimicos da FFCV

Na Tabela 1 séo apresentados os resultados da composi¢do quimica e dos parametros
fisicos e quimicos da FFCV utilizada em ensaios para avaliar potenciais propriedades

prebioticas.

Tabela 1. Valores médios + desvios-padrdo dos parametros fisicos e quimicos da FFCV.

Parametros FFCV
Rendimento (%) 32,00+1,73
Umidade (%) 8,23+£0,11
Cinzas (%) 3,75+ 0,07
Lipideos (%) 1,79 £ 0,82
Proteinas (%) 22,74 + 0,66
Carboidratos totais (%) 63,50 + 1,36
aw 0,37 £ 0,00
pH 6,23 £ 0,02
Acidez titulavel (g/100 g) 8,19 +0,21

FFCV: farinha de feijao-de-corda verde; ay: atividade de agua.

O rendimento obtido na produgédo da FFCV pode ter sido influenciado por diferentes
fatores, incluindo a remocao de componentes indesejaveis, as caracteristicas intrinsecas dos
gréos (dureza, morfologia, composicao) e as configuragcdes operacionais do moinho (De Bock
et al., 2021). Esse parametro constitui um importante indicador da viabilidade do processo,
uma vez que esta diretamente relacionado ao aproveitamento da matéria-prima e a eficiéncia

operacional.
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O teor de umidade foi inferior aos valores relatados para farinhas de fava, ervilha
verde e ervilha amarela (10,60 a 13,35 %) (Millar et al., 2019), bem como ao limite de 14 %
sugerido como referéncia para produtos farinaceos, uma vez que pode inibir o crescimento
microbiano e favorecer a estabilidade durante o armazenamento, sem a necessidade de
condigdes mais rigorosas de conservacdo (Adebo, 2025).

O teor de cinzas enquadrou-se nos valores obtidos por Gu et al. (2020), que
estudaram diferentes variedades de feijdo (2,91 a 4,53 %), o que indica a presenca de minerais
essenciais, como sodio, calcio, magnésio, potassio, ferro, manganés, cobre e zinco. O baixo
teor lipidico, semelhante aos valores relatados por Locali-Pereira et al. (2022) (1,2 a 1,9 %),
sugere menor susceptibilidade a oxidacéo lipidica.

Para proteinas, observou-se valor comparavel ao da farinha de feijao-marinho (22,72
%) (Kenar et al., 2020), evidenciando o potencial da FFCV como fonte de proteinas. Esse
conteldo atende aos critérios para alegacdo de alimento rico em proteinas (> 20 % da energia
total proveniente de proteinas), reforcando sua aplicabilidade no enriquecimento nutricional
de produtos alimenticios (Millar et al., 2019).

A composicdo da FFCV foi caracterizada pelo elevado teor de carboidratos, com
valores semelhantes aos de feijdo-fradinho (64,5 a 67,9 %), feijdo-mungo (63,8 a 65,3 %) e
feijdo-caupi (54,9 a 66 %) (Locali-Pereira et al., 2022; Rengadu et al., 2020). Essa fragdo de
carboidratos pode incluir polissacarideos ndo digeriveis, como amido resistente e fibras
alimentares, componentes reconhecidos por apresentarem propriedades analogas as dos
prebidticos e contribuirem para a modulacdo da microbiota intestinal (Abebe & Alemayehu,
2022; Kadyan et al., 2022).

A aw encontrada indicou baixa disponibilidade de agua livre, condicdo que pode
limitar reacfes microbioldgicas e quimicas indesejaveis. Os valores de pH e a acidez séo
compativeis com a presenca de acidos organicos naturalmente presentes na matriz, sendo a
acidez um dos fatores importantes na inibicdo do crescimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (Moussaoui et al., 2024; Arribas et al., 2019; Millar et al., 2019).

A composi¢do quimica da FFCV demonstra o potencial dessa matriz como
ingrediente funcional, com possivel efeito prebio6tico, uma vez que pode atuar como substrato
para microrganismos beneficos do trato gastrointestinal. Esses resultados reforcam sua
adequacao tecnologica, nutricional e sustentavel para aplicacdo em produtos alimentares,

especialmente no desenvolvimento de formulagdes com melhor perfil glicémico.
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3.2. Padr&o microbiologico da FFCV

A IN n° 161, de 1 de julho de 2022, determina que alimentos com presenca de
Salmonella sp. ndo devem ser comercializados e consumidos, devido ao risco de Doengas
Transmitidas por Alimentos (DTA). Para farinhas, a mesma legislacdo estabelece limites
maximos de 10° UFC/g para B. cereus e 10> NMP/g para E. coli (Brasil, 2022).

A FFCV apresentou valores inferiores aos limites estabelecidos pela legislacdo para
B. cereus (<10% UFC/g) e E. coli (<10 NMP/g), bem como auséncia de Salmonella sp., o que
indica que sua producdo foi realizada em conformidade com as exigéncias higiénico-
sanitarias, minimizando riscos a saude publica. O monitoramento da carga microbiana dos
alimentos € de extrema importancia, pois permite obter um produto microbiologicamente
seguro para o consumo e favorece a conservacdo e o prolongamento da vida util (Tavares et
al., 2022).

3.3. Teor de compostos fendlicos totais e perfil fenélico da FFCV e da FFCVD

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais da FFCV foi de 108,69 + 7,55 mg
EAG/100 g, valor comparavel ao reportado para farinhas de feijdo-branco (80 a 110 mg
EAG/100 g) (Guldiken et al., 2021). No entanto, apds a digestdo gastrointestinal in vitro,
observou-se reducdo significativa (p < 0,05), com teor de 51,09 + 3,63 mg EAG/100 g, o que
corresponde a uma diminuicao de 52,86 % da biodisponibilidade dos fendlicos totais.

Comportamento semelhante foi descrito por Zhang et al. (2017), que verificaram
uma reducdo de 49 % na biodisponibilidade dos fendlicos totais em lentilha apds o processo
digestivo. Sancho et al. (2015) também observaram que os compostos fenolicos do feijao-
vermelho e do feijdo-preto foram afetados pela digestdo, com reducbes de 52 % e 75 %,
respectivamente.

A diminuicdo desses compostos apds a digestdo gastrointestinal in vitro indica que
cerca da metade do sinal mensurado por Folin-Ciocalteu na FFCV sofreu conversdo em
metabolitos com reatividade distinta do metodo de quantificacdo ou degradacdo, devido a
baixa estabilidade em ambiente alcalino (Ozkan et al. 2023).

O perfil fendlico individual da FFCV e da FFCVD foi obtido por meio da andlise de

CLAE, e os cromatogramas sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Cromatogramas dos compostos fenélicos da FFCV e da FFCVD por CLAE.
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1: &cido gélico; 2: 4cido clorogénico; 3: acido siringico; 4: &cido cumarico; 5: rutina. FFCV: farinha de feijdo-de-
corda verde; FFCVD: farinha de feijdo-de-corda verde digerida; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os cromatogramas apresentam picos correspondentes a acido galico, &cido
clorogénico, &cido siringico, &cido cumarico e rutina. Esses compostos ja foram relatados em
leguminosas por outros pesquisadores (Li et al., 2022; Muhammad et al., 2022; Apea-Bah et
al., 2021; Cheng et al., 2020). Ao comparar 0s cromatogramas da FFCV e da FFCVD, foi
possivel observar alteracfes na intensidade dos picos apds a digestao gastrointestinal in vitro,
que foram confirmadas estatisticamente e apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Quantificacdo dos compostos fendlicos da FFCV e da FFCVD por CLAE.

Amostras
Compostos (mg/g) FECV FECVD IB (%)
Acido galico 89,89 + 8,208 538,80 * 5,394 624,17
Acido clorogénico 34,73 £ 0,358 118,55 + 1,814 341,40
Acido siringico 5,27 + 0,62 ND ND
Acido cumérico 8,22 +0,87A 1,63 + 0,028 20,02
Rutina 12,48 + 1,35% 1,17 + 0,278 9,61

FFCV. farinha de feijdo-de-corda verde; FFCVD: farinha de feijdo-de-corda verde digerida; CLAE:
cromatografia liquida de alta eficiéncia; 1B: indice de bioacessibilidade; ND: No detectado.
A B |etras maitsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Apos a digestdo, observou-se aumento nas concentragdes de acido galico e de acido
clorogénico, reducédo nos teores de rutina e de &cido cumarico, enquanto o &cido siringico ndo
foi detectado. Honaiser et al. (2023) relataram IB em torno de 365 % para o acido galico no
feijdo-fradinho digerido. Ozkan et al. (2023) observaram um aumento do teor de &cido
clorogénico em ervas, com IB em torno de 165 % ap06s a digestdo. Zhang et al. (2017)
reportaram 1B inferior ao limite de quantificacdo do &cido siringico em lentilha verde
digerida. Reducdes acentuadas também foram observadas em compostos mais complexos,
como o acido cumarico da farinha digerida da casca do meldo (IB de = 30 %) (Gomez-Garcia
et al., 2022) e a rutina, cujo IB foi inferior ao limite de quantificacdo em frutos secos de
framboesa apds digestdo (Qin et al., 2018).

Esse comportamento pode ser explicado pela acdo conjunta de diversas
transformacfes quimicas e enzimaticas ao longo do trato gastrointestinal. Sob condicdes
acidas e pela atividade das enzimas digestivas, ocorrem a clivagem de ésteres, a hidrolise de
taninos hidrolisaveis e a liberacdo de unidades fendlicas de baixo peso molecular e soluveis,
elevando, portanto, a detectabilidade desses compostos. Simultaneamente, a hidrélise de
glicosideos (como a rutina) seguida de conjugacao ou absorcao intestinal reduz a presenca da
forma parental. Adicionalmente, reacBes quimicas dependentes de pH, como a
desmetoxilacdo e oxidacdo, convertem compostos parentais em metabolitos que
frequentemente ndo coeluem com os padrdes originais ou apresentam resposta reduzida,
resultando em ndo-deteccdo ou diminuicdo do sinal cromatografico do composto inicial (Li et
al., 2022; Dong et al., 2021; Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

Essas modificagcbes ndo diminuem a importancia fisiolégica dos compostos
fendlicos. O &cido galico e o clorogénico apresentam reconhecidas atividades antioxidantes,
anti-inflamatérias e moduladoras da microbiota intestinal, associadas a manutencdo da
integridade da barreira epitelial e a protecdo contra o estresse oxidativo. Flavonoides, como a
rutina, e seus metabdlitos coldnicos exercem efeitos prebidticos, favorecem espécies
bacterianas beneficas e participam na formacdo de AGCC, essenciais para a homeostase
intestinal (Petersen & Mansell, 2025).

A persisténcia de compostos bioativos apos a digestdo gastrointestinal in vitro indica
que a FFCV mantém potencial funcional, fornecendo moléculas capazes de atuar na

microbiota intestinal. Esses resultados corroboram evidéncias que apontam as leguminosas
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como fonte de compostos bioativos com efeitos fisiologicos relevantes, refor¢ando o potencial

do feijdo-de-corda como alimento funcional.
3.4. Andlise espectroscopica da FFCV e FFCVD

A espectroscopia no MIR foi empregada para identificar os grupos funcionais e
observar diferencas estruturais entre a FFCV e a FFCVD. Os espectros de absorbancia estdo
apresentados na Figura 2.

Figura 2. Espectros do MIR da FFCV e FFCVD.
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FFCV. Farinha de feijdo-de-corda verde; FFCVD: Farinha de feijdo-de-corda verde digerida.

Seis bandas principais foram identificadas nos espectros, localizadas
aproximadamente em 3279, 2920, 1647, 1532, 1403 e 1000 cm™, destacando-se por
diferencas de intensidade entre as amostras para diferentes grupos funcionais e seus modos
vibracionais caracteristicos.

A banda na regido de 3279 cm indica vibracdo de alongamento caracteristica do
grupo funcional hidroxila (O-H), presente em polissacarideos, proteinas e compostos
fendlicos (Wani et al., 2020). A banda em 2920 cm™ corresponde ao alongamento das
ligacbes C-H das cadeias alifaticas, indicando a presenca da fracdo lipidica, ainda que em
baixa concentracdo (Gunarathne et al., 2022; Wani et al., 2020). As bandas em 1647 e 1532
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cm™ sdo atribuidas aos grupos amida | e amida 11, respectivamente, onde sio observados os
modos de alongamento C=0O, C-N e N-H das cadeias peptidicas presentes na amostra
(Guldiken et al., 2021; Diblan et al., 2018). A banda observada em 1403 cm™ é devida a
deformacéo angular do alongamento das ligagdes C-H e O-H, associada a presenca de nucleos
fendlicos (Resende et al., 2020; Diblan et al., 2018). A banda de maxima absor¢éo localizada
na regido de 1000 cm™ ¢é tipica de polissacarideos e esta relacionada com as vibragGes de
alongamento C-O e C-C, bem como com as vibracdes deformacionais C-C-H, C-O-H e H-C-
O (Tas et al., 2022).

Pode-se observar que a digestdo gastrointestinal in vitro ndo provocou deslocamento
das posicdes dos espectros, mas resultou em diminui¢cdo das intensidades nas regides
associadas as amidas 1 e 11 (1647 e 1532 cm™), ao nucleo fendlico (1403 cm™) e aos modos
sacaridicos (1000 cm™). Essa atenuagdo de absorbancia decorre da hidrolise enzimatica de
macromoléculas, resultando na fragmentacdo das fracbes proteicas e polissacaridicas
presentes na FFCV. Além disso, 0 processo digestivo pode levar a solubilizacdo e a remocéo
parcial de compostos fendlicos e oligossacarideos que originalmente contribuiam para sinais
intensos, alterando o ambiente quimico dos grupos funcionais remanescentes e reduzindo sua
eficiéncia de absorgao na regiéo infravermelha (Ma et al., 2024).

O perfil espectral da FFCV confirma a predominancia de polissacarideos e proteinas
e corrobora a presenca de compostos fendlicos detectados analiticamente, elementos
relevantes para suas propriedades funcionais e atividade bioldgica. Ja as alteracdes espectrais
induzidas pela digestdo gastrointestinal in vitro sustentam as interferéncias estruturais e de
interacdo molecular da matriz alimentar, decorrentes da acdo das enzimas digestivas e das

mudangas de pH.
3.5. Escores da atividade prebiética da FFCV e FFCVD

Os escores da atividade prebidtica da FFCV, da FFCVD e do FOS frente ao Lmb.
reuteri estdo apresentados na Figura 3.

Observou-se escore positivo de atividade prebidtica em todas as fontes de carbono
analisadas. No entanto, a FFCV exibiu escore significativamente superior (p < 0,05) ao FOS,
enquanto a FFCVD apresentou valor intermediario, estatisticamente semelhante (p > 0,05)
tanto a FFCV quanto ao FOS.
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Resultados semelhantes foram relatados por Mafaldo et al. (2024), que relataram
escore significativamente maior para cultivares de mandioca ourinho (0,34 + 0,00), seguido
de mandioca upira (0,27 £ 0,03), em comparacdo ao FOS (0,20 = 0,02), reforcando a

consisténcia observada entre matrizes vegetais ricas em carboidratos complexos.

Figura 3. Escores da atividade prebiotica da FFCV, da FFCVD e do FOS frente ao Lmb.
reuteri.
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O escore mais elevado da FFCV indica sua capacidade de estimular, de forma
seletiva, o crescimento de Lmb. reuteri em detrimento da bactéria patogénica entérica,
caracteristica essencial para que um ingrediente alimentar seja considerado prebidtico (Gibson
et al., 2017). Essa seletividade provavelmente decorre da presenca de carboidratos mais
complexos e compostos bioativos, que podem ser degradados gradualmente, promovendo um
efeito prebidtico mais eficiente.

O comportamento da FFCVD, com atenuacdo do escore ap0s 0 processo digestivo,
indica perda parcial de substratos fermentaveis ou modificacdo da sua estrutura, o que pode
alterar tanto a dindmica de fermentacdo quanto os produtos metabolicos gerados. Contudo, 0
alcance do escore positivo reforca a hipdtese de que parte dos constituintes prebioticos resistiu

as condicOes da digestdo gastrointestinal in vitro, permanecendo potencialmente disponivel
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para fermentagdo colonica e contribuindo para a sobrevivéncia e a proliferacdo de Lmb.
reuteri, bem como para a modulagdo da microbiota intestinal (Silva et al., 2025; Massa et al.,
2022).

3.6. Efeitos da FFCV e FFCVD na atividade metabolica de Lmb. reuteri durante

fermentacéo colonica in vitro
3.6.1.Viabilidade celular e valores de pH

Na Figura 4 encontram-se as contagens de células viaveis e os valores de pH quando
Lmb. reuteri foi cultivado em meios contendo glicose, FOS, FFCV e FFCVD por 48 h de

fermentacao coldnica in vitro.

Figura 4. Efeito das diferentes fontes de carbono na viabilidade de Lmb. reuteri e nos valores
de pH durante 48 h de fermentacé&o colonica in vitro.
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Durante o cultivo, observou-se consumo de substratos, a proliferacdo do probidtico, a
producdo de acidos organicos e a reducdo do pH, indicando intensa atividade metabdlica
bacteriana. Em todas as condicdes, verificou-se um aumento inicial da viabilidade de Lmb.

reuteri nas primeiras 6 h, indicando o inicio da divisdo celular e o aproveitamento dos
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substratos prontamente disponiveis. Ap6s 18 h de fermentacdo, o meio suplementado com
glicose apresentou crescimento mais acelerado, enquanto os meios suplementados com FOS,
FFCV e FFCVD exibiram crescimento mais moderado e estavel. Ao final do periodo
fermentativo, os meios contendo FFCV e FFCVD promovem maior estabilidade e
manutencdo da viabilidade de Lmb. reuteri, seguidos pelo meio com FOS, enquanto o0 meio
com glicose apresentou a menor contagem de células viaveis.

Resultados semelhantes foram reportados por Mafaldo et al. (2024), que observaram
maior proliferacdo do probidtico Bifidobacterium animalis em cultivares de mandioca ourinho
(7,29 £ 0,07) e upira (7,33 £ 0,14), em comparacao ao controle positivo (FOS) (6,05 + 0,09) e
ao controle negativo (substrato ndo prebidtico) (6,27 = 0,08). Sawangwan et al. (2024)
também relataram que o extrato de farelo de arroz estimulou o crescimento de L. casei (43,10
%) e L. plantarum (34,42 %) de forma mais eficaz do que a inulina [L. casei (= 30 %) e L.
plantarum (= 10 %)].

Quanto ao pH, verificou-se que, nas primeiras horas de fermentacdo, ocorreu uma
gueda mais acentuada no meio contendo glicose, seguida daquele contendo FFCVD, enquanto
FOS e FFCV mantiveram pH relativamente estavel durante o processo fermentativo.

Relato similar foi descrito por Yuan et al. (2023), que encontraram valores de pH
semelhantes para B-glucana da cevada e inulina (= 5) e acidificagdo mais intensa, com pH
significativamente menor (= 4,5), para glicose. Jayamanohar et al. (2019) observaram a
mesma tendéncia fermentativa, com valores de pH semelhantes entre polissacarideo extraido
do feijdo-vermelho (5,86 + 0,05) e FOS (5,59 + 0,04) e reducdo mais brusca com glicose
(4,85 £ 0,02).

Esses resultados demonstraram uma relacdo direta entre a viabilidade celular e a
dindmica do pH, visto que a acidificacdo rapida e excessiva do meio coincidiu com a perda
parcial da viabilidade de Lmb. reuteri, enquanto a acidificacdo moderada esteve associada a
manutencdo de altas contagens de células vidveis. Esse comportamento pode ser atribuido a
disponibilidade imediata e metabolizacdo da glicose, um monossacarideo que favorece a
adaptacdo inicial das células, o crescimento mais acelerado nas primeiras horas de
fermentagdo e a producdo acumulada de acidos orgénicos, seguida do possivel esgotamento
do substrato e de condigdes ambientais que ndo sustentam a sobrevivéncia bacteriana por

periodos mais prolongados (Martins et al., 2023; Yuan et al., 2023).
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Por outro lado, as menores variagdes de pH observadas nos meios com FOS, FFCV e
FFCVD favoreceram um ambiente metabdlico mais estavel, propicio ao crescimento e a
sobrevivéncia prolongada de Lmb. reuteri. Esse efeito € consistente com a hipdtese de que
substratos complexos promovem a liberacdo gradual de unidades fermentaveis e a producéo
moderada de metabdlitos secundarios, como o0s acidos organicos, evitando estresses
ambientais severos e prolongando a sobrevivéncia do microrganismo (Raisagar & Shukla,
2022).

Os resultados alcancados reforcam a importancia de selecionar adequadamente a
fonte de carbono, considerando ndo apenas a capacidade de estimular o crescimento celular,

mas também o seu papel na manutencdo da viabilidade microbiana ao longo do tempo.
3.6.2.Producéo de &cidos organicos

Os teores de &cidos acético, butirico, latico e propiénico produzidos por Lmb. reuteri
em meios contendo glicose, FOS, FFCV e FFCVD durante 48 h de fermentag&o colonica in
vitro sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Conteudo de &cidos organicos (g/L) em meios com diferentes fontes de carbono ao

longo de 12, 24 e 48 h de fermentacdo colbnica in vitro.

Tempo de fermentacao

Acidos organicos (g/L) FC 12 horas 24 horas 48 horas
GLI 8,83+0,30%®  950+0,355" 10,66 + 0,38
Acético FOS 8,27 +0,22°° 848 +0,23°° 7,90+ 0,25"°
FFCV  10,05+0,33"% 10,58 +0,35" 9,86 + 0,82"2
FFCVD 9,62+0,29%% 935+0,28"° 9,75+0,77°%
GLI 2,77+0,71%%  236+0,32%%  263+0,617
Butirico FOS 3,02+0,63%  3,04+0,59% 275+0,577
FFCV  3,25+0,65"% 357+0,30"* 218+0,2652
FFCVD 3,13+0,66"*  3,06+0,62°%  3,03+0,63"
GLI 20,86 + 1,532 2146+ 1,672 2444 + 190"
L 4tico FOS 433+0,79"°  479+0,86° 3,39 +0,524°
FFCV  4,62+1,04%°  479+110% 4,05+ 0,55%°
FFCVD 6,87 +1,02”° 6,82+1,03*° 6,93+0,53"°
GLI 0,71 +0,24%  0,79+0,27%% 0,85+ 0,34"2
Propionico FOS 0,76 £0,28% 0,77 £0,27%% 0,57 +0,16"?
FFCV  0,91+0,31% 0,94+0,32%% 1,06 +0,16"
FFCVD 0,90+0,32%%  0,86+0,31"* 0,90 + 0,312
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FC: Fonte de carbono; GLI: glicose; FOS: frutooligossacarideos; FFCV. farinha de feijdo-de-corda verde;
FFCVD: farinha de feijao-de-corda verde digerida.

A/B.C | etras mailisculas iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa, pelo teste de Tukey (p
> 0,05), entre os tempos de fermentacdo para cada fonte de carbono analisada.

a.b.¢ | etras mintsculas iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa, pelo teste de Tukey
(p > 0,05), entre as fontes de carbono para cada tempo de fermentagéo analisado.

Observou-se que somente as fontes de carbono glicose e FFCV influenciaram
significativamente (p < 0,05) os teores de acido acético e de acido butirico, respectivamente,
durante o processo fermentativo. Em contrapartida, FFCVD e FOS resultaram em producdes
estatisticamente estaveis, sem variacoes significativas (p > 0,05) entre os tempos analisados.

No final da fermentacdo, os maiores teores de acido acético foram observados nos
meios com glicose, FFCV e FFCVD. Para o acido latico, o destaque foi no meio com glicose,
seguido pela FFCVD, enquanto FFCV e FOS apresentaram os menores niveis de producéo.
Quanto aos teores de &cidos butirico e propibnico, observou-se que a producdo final foi
semelhante (p > 0,05) independentemente da fonte de carbono utilizada.

Os resultados encontrados estdo diretamente relacionados ao fato de que as bactérias
acido-laticas (BAL), como Lmb. reuteri, metabolizam rapidamente carboidratos simples,
produzindo &cido latico como principal produto final, enquanto a fermentacdo de alguns
substratos complexos, como os presentes na FFCV e na FFCVD, favorece a formacédo de uma
mistura de metabdlitos, como os AGCC (acético, butirico e propionato) (Bangar et al., 2022).
Essa caracteristica metabolica justifica a producdo abundante de é&cido latico e uma
composi¢do mais equilibrada de &cidos acético, butirico e propionato. De Albuquerque et al.
(2020) observaram maior producdo de acido latico ap6s 48 h de fermentacdo no meio com
glicose (19,60 £+ 0,03 a 22,30 + 0,02 g/L), em comparacdo as demais fontes de carbono
analisadas (FOS e farinhas de batata-doce antes e ap6s digestdo gastrointestinal in vitro).

Mafaldo et al. (2024), Yuan et al. (2023) e Martins et al. (2023) relataram uma
tendéncia semelhante a do presente estudo, evidenciando intensa atividade metabdlica
decorrente do uso de fontes de carbono ndo convencionais, como diferentes cultivares de
mandioca, -glucano da cevada e farinha de cladodios de cacto. Esses substratos promoveram
0 aumento da viabilidade de bactérias intestinais beneficas, a reducdo do pH e a producéo de
acidos organicos, compostos que oferecem diversos beneficios, incluindo efeitos anti-
inflamatdrios,  imunorreguladores,  antiobesidade,  antidiabetes,  anticancerigenos,

hepatoprotetores, cardiovasculares e neuroprotetores.
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Com base nos resultados obtidos, observou-se que, embora o FOS seja amplamente
utilizado como prebidtico convencional, a FFCV apresentou desempenho equivalente ou
superior em diversos indicadores. Contudo, ressalta-se que as evidéncias apresentadas pela
combinacdo entre FFCV e a cepa Lmb. reuteri derivam-se de modelos in vitro e do uso de
uma cepa isolada. Portanto, recomenda-se que estudos futuros avaliem o efeito da FFCV por
meio de modelos colnicos dindmicos e de ensaios in vivo. Ainda assim, a coeréncia interna
entre a composicdo quimica, a resisténcia a digestdo gastrointestinal, a fermentabilidade e as
respostas metabolicas fortalece o argumento de que a FFCV € um substrato promissor para

formulagdes simbioticas, com potenciais aplicagdes em alimentos funcionais sustentaveis.

4. Conclusao

A FFCV apresentou um perfil nutricional e fitoquimico promissor, com composi¢do
rica em carboidratos, proteinas e compostos bioativos, atributos que fundamentam seu
potencial como ingrediente funcional. Em fermentacdo colénica in vitro, tanto a FFCV nativa
quanto sua fracdo ndo absorvivel pds-digestdo apresentaram escores positivos de atividade
prebidtica frente ao Lmb. reuteri, evidenciando sua capacidade de estimular o crescimento da
bactéria benéfica em detrimento do competidor entérico. A utilizacdo desses substratos
promoveu aumento do nimero de células viaveis, manutencdo da viabilidade celular ao longo
do tempo, acidificacdo controlada do meio e producdo de &cidos organicos compativeis com
um perfil fermentativo favoravel. Esses efeitos indicam o potencial da FFCV como substrato
prebidtico, tanto em sua forma integral quanto apds a digestdo gastrointestinal, destacando sua
aplicabilidade como ingrediente de origem vegetal para o desenvolvimento de alimentos com

potencial de promocdo da saude intestinal..
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Material Suplementar

Tabela S1. Composicdo do caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) com fonte de carbono
modificada.

Composicao Quantidade (g/L)
Digest&o enzimatica de tecido animal (HiMedia, india) 10
Extrato de carne bovina (Kasvi, Brasil) 10
Extrato de levedura (Kasvi, Brasil) 5
Acetato de sodio (Biotec Reagentes, Brasil) 5
Polisorbato 80 (Labsynth Produtos para Laboratdrios Ltda., Brasil) 1
Fosfato de potéssio (Anidrol Produtos para Laboratorio Ltda., Brasil) 2
Citrato de amonio (Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda., Brasil) 2
Sulfato de magnésio (Anidrol Produtos para Laboratério Ltda., Brasil) 0,01
Sulfato de manganés (Anidrol Produtos para Laboratério Ltda., Brasil) 0,05
Fonte de carbono (glicose, FOS, FFCV ou FFCVD) 20

FOS: frutooligossacarideos; FFCV. farinha de feijdo-de-corda verde; FFCVD: farinha de feijdo-de-corda verde
digerida.

Tabela S2. Composi¢éo do caldo Mueller-Hinton (MH) com fonte de carbono modificada.

Composicao Quantidade (g/L)
Hidrolisado &cido de caseina (HiMedia, India) 17,5
Extrato de carne bovina (Kasvi, Brasil) 2
Fonte de carbono (glicose, FOS, FFCV ou FFCVD) 20

FOS: frutooligossacarideos; FFCV. farinha de feijdo-de-corda verde; FFCVD: farinha de feijao-de-corda verde
digerida.
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Artigo 11

Estudo da eficacia da farinha de feijdo-de-corda verde como em combinacdo com
maltodextrina e pectina como material de revestimento para encapsulamento de

Limosilactobacillus reuteri: propriedades fisicas, quimicas e avaliagdo da viabilidade e
resisténcia probidtica
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Resumo

A incorporacédo de probioticos em alimentos apresenta desafios relacionados a manutengdo da
viabilidade celular durante o processamento, armazenamento e a digestdo gastrointestinal.
Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da farinha de feijao-de-
corda verde (FFCV), em combinacdo com maltodextrina e pectina, na microencapsulacédo de
Limosilactobacillus reuteri por secagem por atomizacdo. Foram produzidas diferentes
formulacBes, com variacbes nas proporcbes de FFCV e de maltodextrina. As solugdes
encapsulantes foram avaliadas quanto as propriedades reoldgicas e as microcapsulas foram
caracterizadas quanto a eficiéncia de encapsulamento, morfologia, propriedades fisico-
quimicas, estabilidade térmica e capacidade de protecdo celular sob condicGes
gastrointestinais in vitro. As microcdpsulas apresentaram morfologia predominantemente
esférica, com superficie integra e auséncia de fissuras, além de propriedades fisico-quimicas
compativeis com a obtencdo de pds encapsulados. A incorporacdo da FFCV promoveu
alteracdes significativas (p < 0,05) na atividade de agua, no teor de umidade, na solubilidade e
nos parametros de cor, evidenciando a influéncia da composicdo da matriz sobre as
propriedades dos sistemas obtidos. As formulacdes com maior propor¢do de FFCV (MT4 e
MT6) apresentaram maior eficiéncia de encapsulamento e melhor desempenho na protecédo
celular. Durante a digestdo gastrointestinal in vitro, essas formulagdes mantiveram viabilidade
superior a 6 Logio UFC/g na fase final, enquanto as células livres apresentaram reducéo
acentuada da viabilidade. Os resultados indicam que a incorporacdo de FFCV as matrizes
contendo maltodextrina e pectina pode favorecer a eficiéncia de encapsulamento e a protecao
de Lmb. reuteri sob condicGes adversas, demonstrando seu potencial para aplicacdo no
desenvolvimento de sistemas de entrega de probidticos destinados a alimentos funcionais.

Palavras-chave: Microcépsulas; Atomizacdo; Produtos vegetais; Digestdo in vitro.
1. Introducéo

Os probioticos séo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro, destacando-se pelos
seus efeitos sobre a microbiota intestinal e o sistema imunoldgico (Latif et al., 2023). Para que
esses efeitos sejam alcancados, é necessario que 0s microrganismos sejam mantidos viaveis
em niveis superiores a 6 Log UFC/g ou mL até o momento do consumo (Liu et al., 2023).

No entanto, a aplicacdo de probidticos em sistemas alimentares apresenta desafios,
uma vez que fatores como processamento térmico, exposi¢cdo ao oxigénio, umidade, estresse
osmatico, condigdes de armazenamento e, especialmente, a passagem pelo trato
gastrointestinal podem comprometer a viabilidade e atividade metabdlica desses

microrganismos (Gao et al., 2022).
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Para contornar essas limitacOes, a microencapsulacdo de células probidticas tem sido
empregada como estratégia para aumentar a estabilidade dos probidticos, protegendo-os
contra condicGes adversas e possibilitando sua liberacdo controlada no intestino. Essa técnica
consiste no recobrimento das células com uma matriz polimérica, formando céapsulas em
escala milimétrica, micrométrica ou nanometrica capazes de atuar como barreira fisica e
funcional frente a agentes degradantes (Costa et al., 2025; Santos et al., 2025; Ni et al., 2023;
Gu et al., 2022; Reque & Brandelli, 2021; Rodrigues et al., 2020).

Dentre os métodos de microencapsulacdo, a secagem por atomizacdo destaca-se
como uma das técnicas mais utilizadas na industria de alimentos, devido a sua simplicidade
operacional, escalabilidade, baixo custo e capacidade de produzir pos estaveis, com elevada
eficiéncia de encapsulamento. Nesse processo, a suspensdo contendo 0s microrganismos e 0s
agentes encapsulantes é atomizada em uma corrente de ar quente, promovendo a rapida
evaporacao da dgua e a formacdo de particulas secas (Berenice et al., 2026; Pudziuvelyté et
al., 2025).

A escolha dos materiais de revestimento é uma etapa critica para a eficiéncia do
encapsulamento e a estabilidade das microcapsulas (Rajam & Subramanian, 2022). A
maltodextrina é o material mais utilizado devido a sua elevada solubilidade, baixa viscosidade
e capacidade de formar filmes, o que contribui para a formacdo de particulas com boa
estabilidade e alta dispersibilidade (Xiao et al., 2022). Por outro lado, a pectina, um
polissacarideo anibénico, apresenta propriedades gelificantes e capacidade de interacdo com
outros biopolimeros, podendo reforcar a estrutura da matriz encapsulante e melhorar a
protecdo dos microrganismos (Huang et al., 2021).

Apesar da grande variedade de polimeros naturais e sintéticos disponiveis, ha
crescente interesse na incorporacdo de matérias-primas vegetais como componentes da matriz
encapsulante, visando ndo apenas melhorar as propriedades tecnoldgicas das microcapsulas,
mas também agregar valor funcional por meio de compostos com potencial prebiotico. Essa
abordagem esta alinhada as tendéncias de desenvolvimento de alimentos com “rétulo limpo”
e ao aproveitamento de recursos agroindustriais sustentaveis (Costa et al., 2025; Santos et al.,
2025; Kamble et al., 2024; Agriopoulou et al., 2023; Costa et al., 2023; How & Piu, 2021,
Samborska et al., 2021). Além disso, o sistema simbidtico frequentemente formado exerce
efeitos mais potentes sobre a saude do que os probioticos e prebioticos usados isoladamente,

evidenciando efeitos sinérgicos (Gu et al., 2022).
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Entre os materiais promissores, a farinha do feijdo-de-corda (Vigna unguiculata)
destaca-se por seu elevado valor nutricional e por suas propriedades tecnolégicas. Trata-se de
uma leguminosa rica em fibras alimentares, amido resistente, proteinas e compostos bioativos,
além de apresentar potencial para formacdo de matrizes estruturadas, devido a sua capacidade
de gelificacdo (Sardar et al., 2024; Li et al., 2021). Adicionalmente, sua maior adaptabilidade
a solos pobres e climas secos, aliada a menores exigéncias de insumos agricolas, confere-lhe
vantagens econdmicas, agrondmicas e ambientais relevantes (Shevkani et al., 2025; Herniter
et al., 2020).

Tais atributos conferem a farinha de feijdo-de-corda potencial para atuar
simultaneamente como componente estrutural da matriz encapsulante e como fonte de
compostos com atividade prebiotica, o que favorece a formacéo de sistemas simbidticos. No
entanto, ainda sdo limitados os estudos que investigam sua aplicacdo em sistemas de
microencapsulacao por secagem por atomizacdo. Nesse contexto, objetivou-se avaliar o efeito
da incorporagdo da farinha de feijdo-de-corda verde (FFCV) em combinacdo com
maltodextrina e pectina na microencapsulacdo de Limosilactobacillus reuteri (Lmb. reuteri)
por secagem por atomizacdo, investigando as propriedades fisico-quimicas, estruturais e
funcionais das microcépsulas, bem como a viabilidade celular em diferentes condicbes de

armazenamento e durante a digestdo gastrointestinal in vitro
2. Metodologia
2.1. Cultivo de Lmb. reuteri

A cultura probiética de Lmb. reuteri DSM 17938 foi obtida a partir do suplemento
alimentar comercial ProVance (Aché, Brasil) e reativada conforme metodologia descrita por
Santos et al. (2025), com adaptagdes. Para isso, um saché (1x10® UFC/360 mg) foi dissolvido
em 100 mL de caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (Neogen Culture Media, Estados Unidos) e
incubado em estufa do tipo BOD (CE-300/350, Cienlab Equipamentos Cientificos Ltda.,
Campinas, SP, Brasil) a 37 °C por 24 h.

Apols o periodo de incubacdo, as células foram coletadas por centrifugacdo (CT-
6000R, Cientec Equipamentos Cientificos Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil) a 4500 g por 15

min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso duas vezes em solucdo
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salina estéril (NaCl) a 0,9 % (m/v) (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil)
e, em seguida, novamente centrifugado nas mesmas condigdes.

Ao final, o pellet foi armazenado em tubos de centrifuga estéreis e mantido sob
refrigeracdo a 4 °C até ser utilizado. A concentracdo celular foi determinada por meio de
diluicbes seriadas, plaqueamento em triplicata com a técnica de microgotas em &gar MRS,
seguido de incubacéo a 37 °C por 48 h. Apds o periodo de incubacdo, realizou-se a contagem
das unidades formadoras de colonias (UFC) e a concentragdo celular final foi de

aproximadamente 11 Logio UFC/g.
2.2. Desenvolvimento das microcapsulas de Lmb. reuteri

Para o desenvolvimento das microcapsulas de Lmb. reuteri, foram utilizados como
materiais de revestimento maltodextrina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos),
pectina (ACS Cientifica Quimica Fina Especializada Ltda., Sumaré, SP, Brasil) e FFCV.

A FFCV foi produzida conforme metodologia descrita por Bento et al. (2021). O
feijdo-de-corda, no estdgio de maturacdo verde, foi adquirido de produtor da regido de
Itapetinga, Bahia, Brasil (15° 14’ 40” Sul 40° 16’ 38” Oeste). Os grdos foram secos em estufa
com circulacdo de ar (320-SE, Fanem Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) a 60 °C até atingir teor de
umidade < 10 %. Apo6s a secagem, foram moidos em moinho de facas (Willey SL-31, Solab
Cientifica, Campinas, SP, Brasil), com granulometria de 2 mm até obter um p6 fino. A farinha
foi armazenada em sacos de polietileno e mantida em local seco e fresco até 0 momento do
uso.

A selecdo desses materiais baseou-se em critérios como custo, disponibilidade e
potencial funcional, com énfase na incorporacdo de biopolimeros de origem vegetal como

alternativa inovadora para sistemas de encapsulamento.
2.2.1.Formulacdes e preparacao das solugdes encapsulantes

A definigéo das formulacdes e o preparo das solugfes encapsulantes foram realizados
com base nos estudos de Santos et al. (2025), Kamble et al. (2024) e Costa et al. (2023), com
adaptacoes.

Os tratamentos experimentais e suas respectivas composi¢oes sdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1. Formulagbes das solucBes encapsulantes utilizadas no microencapsulamento de
Lmb. reuteri.

Maltodextrina  Pectina FFCV Concentracao total
Tratamento

(%0) (%0) (%0) (%0)
TO 15 1 0 16
T2 13 1 2 16
T4 11 1 4 16
T6 9 1 6 16

FFCV: farinha de feijdo-de-corda verde.

Para o preparo das solucGes encapsulantes, os materiais de revestimento foram
dissolvidos em &gua destilada e homogeneizados em agitador tipo shaker (SL-222/E, Solab
Cientifica, Piracicaba, SP, Brasil) a 300 rpm por 1 h. Em seguida, as solu¢6es foram filtradas
em tecido de poliéster e esterilizadas a 121 °C por 15 min.

Ap0s o resfriamento a temperatura ambiente, a suspensao de células de Lmb. reuteri
foi adicionada a cada solucdo de encapsulamento na proporcao de 4 % em relacdo a massa
dos materiais de revestimento (m/m). Posteriormente, as solu¢Ges foram homogeneizadas em
incubadora shaker a 300 rpm por 10 min a 25 °C, a fim de garantir a distribuicdo homogénea

das células.

2.2.2.Producao das microcapsulas de Lmb. reuteri por secagem por atomizacgao

As microcéapsulas foram produzidas por meio do método de secagem por atomizacao,
utilizando um secador atomizador (MSD 3.0, LabMaq, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) operado
em regime de fluxo de ar concorrente e equipado com bico de didmetro interno de 1 mm,
conforme a metodologia descrita por Santos et al. (2025) e Costa et al. (2023), com
adaptacdes. Os parametros operacionais adotados foram: temperatura de entrada do ar de
secagem de 125 °C, vazdo de alimentacdo de 0,7 L/h, vazdo de ar de secagem de 3,5 m3/min e
temperatura de saida de 70 °C. Ap0Gs o processo de secagem, as microcapsulas probioticas

foram armazenadas em frascos estéreis a 4 °C até a realizacdo das analises subsequentes.
2.3. Propriedades reoldgicas das solugdes encapsulantes

As propriedades viscoel&sticas das solugdes encapsulantes foram avaliadas por meio
de ensaios oscilatdrios dinamicos de pequena deformacéo, utilizando um reémetro (HR-20,
TA Instruments Discovery, New Castle, DE, Estados Unidos), equipado com sistema de
controle de temperatura do tipo Solid State. Foi empregada a geometria de placas paralelas,
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com didmetro de 50 mm e folga de 0,104 mm, conforme a metodologia descrita por Hughes et
al. (2024), com adaptacGes.

Inicialmente, foram realizados ensaios em regime de cisalhamento controlado, com
variacdo da taxa de deformagdo entre 0,01 e 1000 s™!, visando a caracterizagdo do
comportamento de escoamento das amostras. Em seguida, foram conduzidos ensaios
oscilatorios, nos quais os moédulos de armazenamento (G’) e de perda (G”) e a viscosidade
complexa (n*) foram determinados por meio de uma varredura de frequéncia de 0,1 a 100
rad/s, sob deformacao constante de 0,1 %. Esse valor foi previamente estabelecido na regido

viscoelastica linear (LVR). Todas as anlises foram realizadas a 20 °C.
2.4. Eficiéncia do encapsulamento de Lmb. reuteri

A eficiéncia do encapsulamento de Lmb. reuteri foi determinada com base na razao
entre a concentracdo de células viaveis presentes nas microcapsulas e a concentracdo inicial

de células na solucédo de alimentacdo, conforme apresentado na Equacéo 1:
Eficiéncia = (N / No) x 100 (1)

Onde: N = concentracdo de células viaveis (Logio UFC/g) nas microcapsulas e No =
concentracdo de células viaveis (Logio UFC/g) na solugdo de alimentagdo antes do processo
de encapsulamento.

Para a determinacdo das contagens de células viaveis, 1 g de amostra (solucdo de
alimentacdo ou microcapsulas) foi diluida em 9 mL de solucdo salina estéril a 0,9 % (m/v).
Em seguida, foram realizadas dilui¢bes seriadas, plagueamento em triplicata com a técnica de
microgotas em agar MRS e incubacdo a 37 °C por 48 h. Ap6s o periodo de incubacao,
procedeu-se a contagem de células viadveis e os resultados foram expressos em Logio UFC/g
de solucdo de alimentacédo antes do encapsulamento e Logio UFC/g de microcapsulas (Kamble
etal., 2024).

2.5. Caracterizacdo das microcédpsulas de Lmb. reuteri

2.5.1. Aspectos morfologicos

A morfologia das microcapsulas foi avaliada por microscopia eletronica de varredura

(MEV), conforme metodologia descrita por Kamble et al. (2024), com adaptacoes.
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Inicialmente, as amostras foram fixadas em fita de carbono dupla face eletrocondutora e
submetidas & metalizacdo com ouro pelo sistema Desk V (Delton Vacuum LLC, Moorestown,
NJ, Estados Unidos). Posteriormente, foram analisadas em microscopio eletronico de
varredura (JSM-6610, JEOL, Téquio, Japdo), operando com tensdo de aceleracdo de 15 kV.

As imagens foram obtidas com ampliagdes de 1500x e 8500x.

2.5.2.Propriedades fisicas e quimicas

A atividade de agua (Aw) das microcapsulas foi determinada com o medidor de
atividade de agua de bancada AqualLab (Series 3TE, Decagon Devices, Pullman, WA,
Estados Unidos) a 25 °C e o teor de umidade foi determinado gravimetricamente, conforme
descrito por Costa et al. (2023).

A solubilidade das microcapsulas foi determinada conforme a metodologia descrita
por Costa et al. (2025). Para tanto, 1 g de amostra foi transferido para um tubo de centrifuga
(50 mL), contendo 20 mL de agua destilada, e homogeneizado até a completa dispersao.
Posteriormente, a suspensdo foi centrifugada (CT-6000R, Cientec Equipamentos Cientificos
Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil) a 2800 g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para
um cadinho previamente seco e pesado, seguido de secagem em estufa com circulacdo de ar
(320-SE, Fanem Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) a 105 °C, até atingir massa constante. A
solubilidade foi calculada pela diferenca de peso e os resultados foram expressos em
porcentagem.

2.5.3.Cor instrumental

A avaliacdo instrumental da cor das microcapsulas foi realizada com um colorimetro
portatil (NH300, Shenzhen Linshang Technology Co., Ltd., China), conforme a metodologia
descrita por Kamble et al. (2024), com adaptacgdes.

Foram determinadas as coordenadas colorimétricas do sistema CIELAB: L*
(luminosidade), variando de O (preto) a 100 (branco); a* (eixo verde-vermelho), com valores
negativos indicando tendéncia ao verde e positivos ao vermelho; b* (eixo azul-amarelo), com
valores negativos indicando tendéncia ao azul e positivos ao amarelo. A partir dessas
coordenadas, foram calculados o angulo de matiz (h°), que representa a tonalidade da cor (0°

= vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde e 270° = azul) e o croma (C*), que mede a
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intensidade e a saturacdo da cor. Os parametros h° e C* foram calculados com base nas
Equacdes 2 e 3.

he =tan? (b* / a*) )

C* = (@*)* + (b*)? @)
Onde a* e b* correspondem as coordenadas cromaticas do sistema CIELAB.

2.5.4. Andlise espectroscopica

Os grupos funcionais e as diferencas estruturais dos materiais de parede, das solugdes
encapsulantes e das microcapsulas foram analisados por espectroscopia no infravermelho
meédio com transformada de Fourier e reflexdo total atenuada (FTIR-ATR). As anélises foram
realizadas em espectrometro (Cary 630, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, Estados
Unidos), na faixa espectral de 4000 a 600 cm™, com resolucédo de 4 cm™ e varredura de 64
scans, conforme metodologia descrita por Onelli et al. (2026), com adaptacdes. Para cada
andlise, aproximadamente 0,1 g de amostra foi depositada sobre o cristal de diamante do
acessorio ATR, garantindo contato adequado com a superficie do cristal. Antes de cada coleta
o espectro de fundo branco foi verificado. Os espectros foram obtidos no modo de
absorbancia e, durante as analises, a temperatura ambiente foi mantida em 25 °C. O software
utilizado para a aquisicdo dos espectros foi o Agilent MicroLab PC, e as maximas
absorbéncias associadas as faixas de nimero de onda foram utilizadas como variaveis de

estudo.
2.5.5. Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos materiais de revestimento e das microcapsulas foram
avaliadas por calorimetria diferencial de varredura (DSC) (DSC250, TA Instruments, New
Castle, DE, Estados Unidos), operada pelo software TRIOS v5.8.1.14 (TA Instruments, New
Castle, DE, Estados Unidos), conforme metodologia descrita por Yeung et al. (2024), com
adaptacGes. Aproximadamente 5 mg das amostras foram acondicionadas em cépsulas de
aluminio seladas e submetidas a aquecimento a uma taxa de 10 °C/min, com varredura de 25
a 250 °C e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min como gas de purga. As curvas foram analisadas

no software do equipamento, determinando-se o parametro de temperatura de pico.
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2.6. Viabilidade de Lmb. reuteri livre e microencapsulado durante digestao

gastrointestinal in vitro

As microcapsulas foram submetidas a digestdo gastrointestinal in vitro, seguindo a
metodologia de Costa et al. (2025), Santos et al. (2025) e Kamble et al. (2024), com
adaptacOes, para simular as fases gastrica, entérica | e entérica Il.

O fluido géstrico simulado (FGS) foi preparado dissolvendo 3 g de pepsina (P7012)
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) em 1 L de solucéo salina estéril a 0,9 %
(m/v), ajustada ao pH 2,0-2,5 com HCI 1 mol/L (Ecibra, S&o Paulo, SP, Brasil). Em 18 mL de
FGS, foram adicionadas 2 g de amostras (células livres ou microcapsulas) e incubadas a 37 °C
por 120 min, a 100 rpm.

Na fase entérica I, o pH da solucdo foi ajustado para 5,4-5,7, utilizando solucéo
alcalina (pH 12, NaOH 1 mol/L e KH2PO.), contendo também bile bovina (B3883) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) e pancreatina (P7545) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, Estados Unidos), nas concentracdes de 10 g/L e 1 g/L, respectivamente. As
amostras foram novamente incubadas a 37 °C por 120 min a 100 rpm.

Na fase entérica Il, o pH do sistema foi elevado para 6,8-7,2 com a mesma solucao
alcalina, mantendo-se a concentracdo de bile bovina e de pancreatina. As amostras foram
entdo incubadas a 37 °C por mais 120 min, a 100 rpm, totalizando 360 min (6 h) de teste. A
contagem das células viaveis ap6s cada fase da simulagdo gastrointestinal foi conduzida

conforme descrito no item 2.4, e os resultados foram expressos em Logio UFC/g.
2.7. Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em trés repeticGes, com andlises realizadas em
triplicata para cada condicdo experimental. Os dados obtidos foram analisados por meio de
analise de variancia (ANOVA) e, para os resultados significativos, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de 95 % (p < 0,05). Os célculos

estatisticos foram realizados no software Statistical Analysis System (SAS).
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3. Resultados

3.1. Propriedades reoldgicas das solugdes encapsulantes

As propriedades reoldgicas das solugdes de encapsulamento sdo determinantes para o
desempenho do processo de secagem por atomizacgdo, pois influenciam o escoamento da
alimentacéo, a atomizacao e, consequentemente, a formacao das particulas durante a secagem
(Porfirio et al., 2021). Neste estudo, foram avaliadas as curvas de fluxo, a viscosidade
complexa em funcdo da frequéncia angular e os mddulos viscoelasticos de armazenamento
(G’) e de perda (G”) das diferentes formulagdes.

A Figura 1 apresenta as curvas de fluxo das solu¢des encapsulantes, expressas pela

relacdo entre a tenséo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento.

Figura 1. Curvas de fluxo das solugdes encapsulantes utilizadas no encapsulamento de Lmb.
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STO: solugdo encapsulante TO; ST2: solucdo encapsulante T2; ST4: solugdo encapsulante T4; ST6: solucéo
encapsulante T6. TO: 15 % de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectinae 2 %
de FFCV; T4: 11 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina
e 6 % de FFCV. FFCV: farinha de feijdo-de-corda verde.

Os ensaios em estado estacionario evidenciaram comportamento ndo newtoniano em
todas as formulagdes, caracterizado por uma relagdo ndo linear da tenséo de cisalhamento e a

taxa de cisalhamento a medida que esta aumentava. De acordo com Hernandez-Gallegos et al.
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(2023), para encapsular com sucesso microrganismos, o material de parede selecionado deve
apresentar propriedades ndo newtonianas. Assim, os resultados obtidos indicam que as
solucdes encapsulantes atendem a esse requisito.

A reducdo das curvas com o aumento da taxa de cisalhamento, pode estar associada
ao alinhamento e a orientacdo das cadeias poliméricas na direcdo do escoamento, bem como a
reducdo de interacbes intermoleculares e estruturais presentes em condigdes de menor
cisalhamento. Esses fenbmenos promovem menor resisténcia ao fluxo sob elevadas taxas de
deformacdo, facilitando o escoamento da solucdo durante o processamento. Esse
comportamento é frequentemente observado em sistemas constituidos por biopolimeros,
como polissacarideos e proteinas, amplamente empregados como materiais de revestimento
em processos de encapsulamento (Porfirio et al., 2021).

Adicionalmente, observou-se que a composicdo das formulacGes exerceu influéncia
evidente sobre o comportamento reoldgico. O aumento da concentracdo de FFCV foi
associado a valores mais elevados de tenséo de cisalhamento ao longo de toda a faixa de taxas
de cisalhamento analisada. A formulacdo ST6, portanto, apresentou maior resisténcia ao
escoamento, enquanto STO exibiu os menores valores de tensdo de cisalhamento. Esse
comportamento pode estar relacionado ao aumento do teor de solidos e @ maior concentragao
de componentes capazes de estabelecer interacdes intermoleculares, o que eleva a resisténcia
ao fluxo da matriz. Resultados semelhantes foram relatados por Costa et al. (2020), que
observaram maior tensdo de cisalhamento na sobremesa simbidtica composta por inhame,
polpa de manga e L. plantarum, com a adi¢cdo de fibras, e associaram esse efeito ao maior
contetdo de sélidos da formulagéo.

A Figura 2 apresenta a viscosidade complexa das solucdes encapsulantes em funcéo
da frequéncia angular.

Observou-se uma reducdo acentuada da viscosidade complexa com o aumento da
frequéncia em todas as formulagdes, seguida de uma tendéncia a estabilizacdo em valores
relativamente baixos nas frequéncias mais elevadas. Esse comportamento evidencia a
dependéncia da resposta viscosa em relacéo a frequéncia aplicada e indica menor resisténcia

ao escoamento sob condi¢des de maior frequéncia de deformacao.
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Figura 2. Viscosidade complexa das solugdes encapsulantes utilizadas no encapsulamento de

Lmb. reuteri.
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Frequéncia (rad/s)
STO: solugdo encapsulante TO; ST2: solucdo encapsulante T2; ST4: solugdo encapsulante T4; ST6: solucéo
encapsulante T6. TO: 15 % de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 2 %
de FFCV; T4: 11 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina
e 6 % de FFCV. FFCV: farinha de feijdo-de-corda verde.

A diminuicdo da viscosidade complexa em funcdo da frequéncia pode estar
relacionada a reorganizacdo estrutural dos componentes da matriz, particularmente das
cadeias poliméricas e de outros constituintes de maior massa molecular. Em baixas
frequéncias, o maior tempo disponivel para a interacdo e o rearranjo dos constituintes pode
favorecer a manutencdo de uma estrutura mais organizada e resistente a deformacdo. Com o
aumento da frequéncia, a orientacdo e a reestruturacdo dos componentes na direcdo da
deformacdo podem reduzir as interacbes responsaveis pela resisténcia ao movimento,
resultando em menor viscosidade complexa. Esse comportamento é compativel com o
descrito em sistemas contendo biopolimeros, nos quais a aplicacdo de maiores taxas de
deformacéo pode promover a orientacdo das cadeias moleculares e facilitar o escoamento
(Szabo et al., 2020).

Outro aspecto observado foi que a composic¢édo das formula¢des também influenciou
a resposta viscoelastica do sistema. A formulacdo ST6, com maior teor de FFCV, apresentou

os maiores valores de viscosidade complexa, especialmente nas menores frequéncias
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analisadas. Esse resultado sugere que o aumento da concentracdo de FFCV promoveu maior
resisténcia a deformacdo e pode estar relacionado ao aumento do teor de solidos e as
interacdes entre os constituintes da farinha e os demais componentes da solucéo encapsulante.
De forma semelhante, Sakoui et al. (2022) relataram que, em condi¢des de menor
deformacéo, a interacdo e o emaranhamento entre particulas e componentes estruturais podem
favorecer a formacdo de uma matriz mais resistente ao fluxo.

A Figura 3 apresenta 0s moédulos de armazenamento (G’) ¢ de perda (G”) das

solucdes encapsulantes em funcdo da frequéncia angular.

Figura 3. Modulos dinamicos de armazenamento (G’) ¢ de perda (G”) das solugdes
encapsulantes em funcdo da frequéncia.

2517 —e— STO(G)

ST2 (G
ST4 (G" _©
207 —e— ST6(G) 7
—0— STO(G") e
ST2 (G") e
1 5 7 " //
v 0 ST4(G") -
& —<&— ST6(G") Y
O 1,0 4
o
@)
0.5 -
0.0 -

0 20 40 60 80 100 120

Frequéncia (rad/s)
STO: solugdo encapsulante TO; ST2: solucdo encapsulante T2; ST4: solugdo encapsulante T4; ST6: solucéo
encapsulante T6. TO: 15 % de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectinae 2 %
de FFCV; T4: 11 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina
e 6 % de FFCV. FFCV: farinha de feijdo-de-corda verde.

Para todas as formulacdes, ambos os modulos aumentaram a medida que a
frequéncia aumentava, evidenciando uma resposta viscoelastica dependente da frequéncia e
indicando que a resisténcia do sistema & deformacéo se intensifica sob condi¢cGes de maior
frequéncia de oscilagdo. Entre as formulacOes avaliadas, ST6 apresentou os maiores valores

de G’ e G” ao longo de toda a faixa de frequéncia analisada, enquanto STO apresentou 0s
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menores, 0 que pode estar associado a intensificacdo das interagdes entre os constituintes da
FFCV e os demais componentes da matriz encapsulante, resultando em uma estrutura com
maior resisténcia a deformacéo.

Em todas as formulagdes e frequéncias avaliadas, G permaneceu superior a G’,
indicando predominancia do comportamento viscoso sobre o elastico. Essa relagdo demonstra
que a componente dissipativa da resposta reoldgica foi superior a componente eléstica, de
modo que a energia imposta durante a deformacéo é predominantemente dissipada na forma
de fluxo, em vez de ser armazenada temporariamente na estrutura do material. Esse
comportamento € compativel com sistemas de baixa organizacdo estrutural, nos quais a
mobilidade molecular favorece a predominancia da resposta viscosa. Resultados semelhantes
foram relatados por Montoya-Soto et al. (2025), que observaram comportamento
predominantemente viscoso (G” > G’) em diferentes solu¢Ges de materiais de revestimento a
base de mucilagem de aloe vera, isolado de proteina de soro de leite e goma arabica.

Os resultados viscoelasticos sdo consistentes com o comportamento observado nas
curvas de fluxo e de viscosidade complexa. Enquanto os ensaios de fluxo demonstraram
comportamento pseudoplastico, caracterizado pela reducdo da viscosidade aparente com o
aumento da taxa de cisalhamento, a analise oscilatéria evidenciou a contribuicdo relativa dos
componentes viscoso e elastico da matriz. A predominancia de G”, associada a reducdo da
viscosidade sob maiores taxas de deformacdo, indica que as solucOes apresentam
comportamento predominantemente fluido, porém com contribuicdo estrutural elastica. Essas
caracteristicas sdo relevantes para o processamento de secagem por atomizagao, uma vez que
propriedades reoldgicas adequadas podem favorecer o bombeamento e a atomizacdo da
alimentacdo, enquanto a resposta viscoelastica da matriz pode influenciar a formacdo e a

estabilidade das goticulas durante a secagem (Porfirio et al., 2021).
3.2. Eficiéncia do encapsulamento de Lmb. reuteri

Para avaliar a eficiéncia do encapsulamento de Lmb. reuteri, a viabilidade do
probidtico foi medida antes e ap0s 0 processo de secagem por atomizacao e os resultados sdo
apresentados na Tabela 2.

Observou-se que ndo houve diferencga significativa (p > 0,05) entre os tratamentos na
contagem de células vidveis antes da secagem por atomizacdo, indicando que todas as

formulacGes partiram de condi¢cdes microbioldgicas equivalentes. Esse resultado permite
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avaliar o efeito das matrizes encapsulantes sobre a sobrevivéncia de Lmb. reuteri durante o

processo.

Tabela 2. Contagem de células viaveis de Lmb. reuteri antes e apds o processo de secagem
por atomizacdo e eficiéncia do encapsulamento.

Tratamento Antes Apos Reducao Eficiéncia
(Logi0 UFC/g) (Logio UFC/g)  logaritmica (%)
TO 10,28 + 0,074 8,10 +0,07P 2,19 78,72 +1,30¢
T2 10,30 + 0,114 8,53 +0,14¢ 1,77 82,80 + 1,738
T4 10,35+ 0,174 9,02 + 0,08° 1,33 87,20 + 1,024
T6 10,32 + 0,134 9,36 + 0,05 0,96 90,73 + 1,814

TO: 15 % de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 2 % de FFCV; T4: 11
% de maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 6 % de FFCV.
FFCV: farinha de feijao-de-corda verde.

A B.C D | etras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <
0,05) entre os tratamentos para cada parametro analisado.

Apos a secagem, verificou-se reducdo da viabilidade celular em todos os tratamentos.
Segundo Liu et al. (2026), essa reducdo é esperada devido as condicdes severas do
processamento, como altas temperaturas, rapida desidratacdo e estresse por pressdo osmética,
fatores que podem comprometer a integridade da membrana celular e a atividade metabdlica
dos microrganismos. Costa et al. (2025) relataram reducdo na viabilidade de probioticos
submetidos a secagem por atomizacdo a 130 °C, com valores variando de 9,55 a 10,62 Log
UFC/g antes e de 6,56 a 7,79 Log UFC/g ap6s 0 processo.

No entanto, a reducdo da viabilidade variou significativamente entre as formulagdes
(p < 0,05). Os tratamentos T6 e T4 apresentaram menor reducdo logaritmica e maior
eficiéncia de encapsulamento, enquanto TO apresentou maior perda celular e,
consequentemente, menor eficiéncia. Esses resultados indicam que o aumento da proporcgédo
da FFCV promoveu maior protecdo as células de Lmb. reuteri durante a secagem.

Esse efeito também pode ser atribuido a composicdo da FFCV, rica em amido, fibras
alimentares e proteinas, que contribuem para a formacdo de uma rede estrutural mais
resistente. Esses componentes atuam como barreira fisica a transferéncia de calor e de massa,
reduzindo o impacto do estresse térmico ou da desidratacdo sobre as células e a probabilidade
de colapso estrutural ou de vazamento celular (Sardar et al., 2024; Yin et al., 2024). De
acordo com Santos et al. (2025), materiais de revestimento ricos em amido promovem a

formacdo de matrizes mais robustas e flexiveis, enquanto as proteinas de leguminosas atuam

118



como agentes emulsificantes, melhorando a dispersdo das células probioticas na solucéo
encapsulante e a estabilidade das microcépsulas.

Resultados semelhantes foram observados por Kamble et al. (2024), que verificaram
aumento significativo na eficiéncia do encapsulamento com a adi¢do da farinha de banana
verde, sendo a formulagdo com 4 % desse material (79,93 %) superior a formulagdo controle,
composta por maltodetrina e goma arébica (71,07 %). Esses achados reforcam o papel de
ingredientes vegetais como componentes funcionais na matriz encapsulante.

De forma geral, os resultados demonstram que a composic¢do da matriz encapsulante
exerceu influéncia significativa sobre a viabilidade de Lmb. reuteri apds a secagem por
atomizacdo. A incorporacdo da FFCV mostrou-se uma estratégia promissora, ndo apenas por
aumentar a protecdo celular durante o processamento, mas também por agregar valor

funcional as microcépsulas, em razdo da presenca de compostos com potencial prebiotico.
3.3. Caracterizacdo das microcapsulas de Lbm. reuteri
3.3.1. Aspectos morfoldgicos

Os aspectos morfologicos das microcapsulas de Lmb. reuteri produzidas por secagem

por atomizagdo séo apresentados na Figura 4.

Figura 4. Aspectos morfoldgicos das microcapsulas de Lmb. reuteri.
MTO MT2 _ MT4 MT6

8500x

MTO: microcapsulas TO; MT2: microcapsulas T2; MT4: microcapsulas T4; MT6: microcapsulas T6. TO: 15 %
de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 2 % de FFCV; T4: 11 % de
maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 6 % de FFCV. FFCV:
farinha de feijdo-de-corda verde.

Observou-se a formagdo de microcapsulas predominantemente esféricas, com

superficie continua e sem evidéncias de rachaduras ou rupturas. Essa integridade estrutural é
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indicativa de uma matriz encapsulante eficiente, uma vez que superficies mais homogéneas e
de menor porosidade tendem a oferecer maior prote¢do aos microrganismos frente a fatores
ambientais adversos, como oxigénio, umidade, acidez e variacdes de temperatura, 0 que
contribui para maior estabilidade e viabilidade celular (Kamble et al., 2024).

Além disso, verificou-se a presenca de microcapsulas com concavidade e
enrugamento superficiais, bem como heterogeneidade no tamanho das particulas. Essas
caracteristicas sdo tipicas de particulas obtidas por secagem por atomizacéo, processo no qual
a rapida evaporacdo da agua promove a formacdo de uma pelicula superficial ao redor da
goticula. A subsequente contracdo da estrutura interna pode resultar em colapso parcial da
particula, originando superficies enrugadas ou com concavidades, além de favorecer a
formacdo de microcépsulas de diferentes dimensdes e a eventual ocorréncia de aglomerados
(Gazalian et al., 2025; Costa et al., 2023).

Morfologias semelhantes tém sido relatadas para microcapsulas probidticas obtidas
por secagem por atomizacgdo. Costa et al. (2025), ao microencapsularem Lacticaseibacillus
rhamnosus, e Bagdat et al. (2024), ao microencapsularem trés cepas probioticas
(Lactiplantibacillus plantarum, Lactiplantibacillus pentosus e Limosilactobacillus
fermentum), observaram particulas esféricas e superficies com distintos graus de enrugamento
e concavidades, semelhantes aos achados do presente estudo.

Os aspectos morfologicos das microcapsulas observados, associados a elevada
eficiéncia do encapsulamento (> 78%), indicam a formacdo de uma matriz estruturalmente
estavel e funcional. Esses resultados sugerem que as interagdes entre o0s materiais de
revestimento foram adequadas para promover a formacdo de microcapsulas com boa
integridade fisica, o que reflete diretamente na capacidade de protecdo de Lmb. reuteri

durante o processo de secagem.
3.3.2.Propriedades fisico-quimicas

A Tabela 3 apresenta as propriedades fisico-quimicas das microcapsulas de Lmb.
reuteri produzidas por secagem por atomizacdo. Todos os parametros diferiram

significativamente (p < 0,05) entre os tratamentos, evidenciando a influéncia da composicao

da matriz encapsulante nas propriedades fisico-quimicas do p6 obtido.
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Tabela 3. Valores médios + desvios-padrdo das propriedades fisico-quimicas das
microcépsulas de Lmb. reuteri.

Tratamento aw Teor de umidade (%0) Solubilidade (%0)
MTO 0,273 +0,01°¢ 4,83 +0,06° 94,47 + 1,447
MT2 0,287 + 0,01B¢ 5,17 £ 0,128 92,08 + 2,06"8
MT4 0,315 + 0,02°8 5,23 + 0,068 88,44 + 2,698¢
MT6 0,331 + 0,014 5,50 + 0,10° 84,17 +0,91¢

MTO: microcapsulas TO; MT2: microcapsulas T2; MT4: microcapsulas T4; MT6: microcapsulas T6. TO: 15 %
de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 2 % de FFCV; T4: 11 % de
maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 6 % de FFCV. FFCV:
farinha de feijdo-de-corda verde; ay: atividade de agua.

A B, C |etras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <
0,05) entre os tratamentos para cada pardmetro analisado.

Observou-se que a aw aumentou progressivamente com o incremento da proporcéo
de FFCV, sendo menor em MTO e maior em MT6. Tendéncia semelhante foi relatada em
microcépsulas produzidas com farinha de batata-doce, com aw de 0,431 na formulacdo com 5
% de farinha e de 0,376 na formulacdo com 4 % (Costa et al., 2023). Esse comportamento
pode estar relacionado a maior capacidade de retencao de agua da FFCV, devido a presenca
de fibras alimentares, polissacarideos e proteinas, cujos grupos hidrofilicos sdo capazes de
interagir com moléculas de agua, aumentando a fracdo de &gua ligada no sistema (Diaz-
Montes, 2023). Apesar desse aumento, todos os valores permaneceram abaixo de 0,4, faixa
considerada adequada a estabilidade microbiol6gica e quimica de produtos desidratados
(Montoya-Soto et al., 2025).

De forma semelhante, o teor de umidade também aumentou com a incorporacao da
FFCV, com MTO apresentando o menor valor e MT6 o maior. Resultado semelhante foi
reportado por Santos et al. (2025), que observaram maiores teores de umidade em
microcapsulas com maior propor¢do de proteina de ervilha e farinha de tapioca (6,70 %) e
menor valor na formulacdo com maior concentragdo de maltodextrina (5,19 %). Esse
comportamento reforca o efeito da composi¢cdo da matriz, uma vez que materiais ricos em
fibras e proteinas tendem a apresentar maior retencao de dgua ap0s 0 processo de secagem.

Adicionalmente, 0 aumento da umidade pode estar associado a formagdo de uma
matriz mais densa e menos porosa, o que dificulta a difuséo e a evaporacdo da dgua durante o
processo de atomizacdo (Barajas-Alvarez et al., 2022). Segundo Costa et al. (2025), p6s com

teores de umidade entre 4 e 7 % sdo recomendados para garantir a estabilidade durante o
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armazenamento, o que indica que os valores obtidos neste estudo se encontram na faixa
considerada adequada.

Com relacdo a solubilidade em agua, observou-se um comportamento inverso, com
reducdo significativa a medida que aumentava a propor¢do de FFCV. Assim, MTO apresentou
0 maior valor, enquanto MT6 o menor. Resultados semelhantes foram relatados por Barajas-
Alvarez et al. (2022), que também relataram influéncia dos materiais de revestimento na
solubilidade das microcapsulas, com maior solubilidade em sistemas contendo goma arabica e
maltodextrina (89,35 %) e menor em formula¢Ges com goma arabica e inulina (84,73 %).

A reducdo da solubilidade pode ser atribuida a substituicdo parcial da maltodextrina,
altamente sollvel, por FFCV, que contém fracbes menos solUveis, como fibras insollveis e
estruturas amilaceas mais complexas. Como consequéncia, ocorre diminuicdo da capacidade
de dispersdo e de dissolucdo das particulas em meio aquoso (Santos et al., 2025; Abebe &
Alemayehu, 2022). Apesar dessa reducdo, todas as microcdpsulas apresentaram solubilidade
superior a 84 %, caracteristica desejavel para aplicacfes tecnoldgicas, pois favorece a
incorporacdo em diversas matrizes alimenticias, especialmente em sistemas que exigem
rapida dispersdo (Costa et al., 2023).

De modo geral, os resultados demonstram que a incorporacdo da FFCV influenciou
significativamente as propriedades fisico-quimicas das microcapsulas, promovendo maior
retencdo de agua e reducdo da solubilidade. Esses efeitos refletem diretamente a composi¢do
da matriz encapsulante e evidenciam que a escolha dos materiais deve considerar o equilibrio

entre a estabilidade do probidtico e a funcionalidade do ingrediente no produto final.
3.3.3.Cor instrumental

Os indices de cor (L*, a*, b*, C* e h°) das microcapsulas de Lmb. reuteri sdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas de cor das microcapsulas de Lmb. reuteri.

Tratamento L* a* b* C* h°
MTO 96,43 +0,04* -0,31+0,03" 354+0,01° 355+001° 9507+0,35"
MT2 93,71+0,028 -0,28 +0,02* 6,06 +0,03° 6,06 +0,02° 92,73 +0,098
MT4 92,66 + 0,01 -0,58+0,028 6,29+0,01® 6,32+0,018 95,45+0,16"
MT6 90,52 +0,05° -0,54+0,028 8,54+0,02"* 855+0,024 92,37 +0,148

MTO: microcapsulas TO; MT2: microcapsulas T2; MT4: microcapsulas T4; MT6: microcapsulas T6. TO: 15 %
de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 2 % de FFCV; T4: 11 % de

122



maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 6 % de FFCV. FFCV:
farinha de feijdo-de-corda verde.

A B, C.D | etras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p <
0,05) entre os tratamentos para cada parametro analisado.

Todos os indices de cor das microcapsulas de Lmb. reuteri apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos, indicando que a variagdo na propor¢do dos
materiais de revestimento influenciou diretamente as caracteristicas de coloracdo das
microcépsulas.

O indice L* foi significativamente maior (p < 0,05) em MTO, enquanto MT6
apresentou o menor valor. Esse comportamento sugere que a substituicdo parcial da
maltodextrina por FFCV contribuiu para o escurecimento gradual das microcapsulas. Com
relacdo ao indice a*, todas as amostras apresentaram valores negativos, indicando a
predominancia da tonalidade levemente esverdeada. No entanto, observaram-se diferencas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos, sendo que MT4 e MT6 apresentaram valores
mais negativos.

O indice b* apresentou aumento significativo (p < 0,05) com a adi¢do da FFCV.
Dessa forma, MT6 apresentou o maior valor, indicando maior tendéncia a tonalidade
amarelada. O indice C* apresentou comportamento semelhante ao observado para b¥*,
evidenciando que o aumento da proporcdo de FFCV intensifica a coloracdo das
microcépsulas. Por fim, o indice h°® indicou predominancia de coloracdo na regido amarelo-
esverdeada do espaco de cor CIELAB.

Kamble et al. (2024) relataram que o uso da farinha de banana verde, como um dos
materiais de revestimento no encapsulamento de probidticos, também promoveu alteragdes
significativas em todos os parametros de cor das microcapsulas, sendo observada reducgdo da
brancura com o aumento da concentracdo da farinha vegetal na formulagéo.

A maltodextrina é utilizada como agente encapsulante devido a sua coloracao clara e
a alta solubilidade, o que favorece a obtencdo de pds com valores elevados de luminosidade
(L*). Como resultado, obtém-se pos de tonalidade branca ou creme, considerados adequados
para incorporacdo a diferentes matrizes alimenticias, sem comprometer a cor original do
produto (Shofinita et al., 2025). No presente estudo, os resultados indicam que a incorporagéo
da FFCV como componente da matriz de revestimento promove a reduc¢do da luminosidade e
0 aumento da intensidade da cor das microcapsulas. Esse comportamento pode estar associado

a presenca de pigmentos naturais da farinha, que podem contribuir para alteracbes nos
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parametros cromaticos, especialmente quando utilizados em maiores propor¢des nas
formulacGes.
As diferencas observadas nos indices de cor também podem ser visualizadas na

Figura 5.

Figura 5. Aspecto visual das microcapsulas de Lmb. reuteri produzidas por secagem por
atomizacao.
MTO MT2 MT4

MTO: microcapsulas TO; MT2: microcapsulas T2; MT4: microcapsulas T4; MT6: microcapsulas T6. TO: 15 %
de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 2 % de FFCV; T4: 11 % de
maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 6 % de FFCV. FFCV:
farinha de feijdo-de-corda verde.

A anédlise visual das microcdpsulas de Lmb. reuteri confirma os resultados
instrumentais, evidenciando uma alteracdo gradual da coloragdo a medida que aumenta a
proporcao de FFCV na formulacdo. Apesar dessas variacdes, as microcapsulas mantiveram
coloracdo clara e ficaram dentro de uma faixa de luminosidade (90-100) considerada

adequada para aplicacdo em produtos alimenticios (Shofinita et al., 2025).
3.3.4. Anélise espectroscépica

Para uma compreensdo mais aprofundada do mecanismo de protecdo de Lmb. reuteri
em microcapsulas obtidas por secagem por atomizagdo, a composicdo quimica dos materiais
de revestimento, das solucdes encapsulantes e das microcapsulas foi analisada por
espectroscopia no MIR. Os espectros de absorbancia obtidos sdo apresentados na Figura 6.

Os espectros evidenciam diferencas no perfil espectral em funcdo do nivel de
organizacdo do sistema, permitindo avaliar as interagOes formadas durante o processo de
encapsulamento. Foram identificadas seis bandas principais, localizadas aproximadamente em
3300, 2904, 1646, 1539, 1365 e 1022 cm™, com variagdes de intensidade entre as amostras.
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Figura 6. Espectros medios obtidos por MIR dos materiais de revestimento, das solugdes
encapsulantes e das microcdpsulas de Lmb. reuteri.
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Malto: maltodextrina; FFCV: farinha de feijao-de-corda verde. STO: solugdo encapsulante TO; ST2: solugdo
encapsulante T2; ST4: solugdo encapsulante T4; ST6: solucdo encapsulante T6. MTO: microcapsulas TO; MT2:
microcapsulas T2; MT4: microcdpsulas T4; MT6: microcapsulas T6. TO: 15 % de maltodextrina e 1 % de
pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 2 % de FFCV; T4: 11 % de maltodextrina, 1 % de pectina
e 4% de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 6 % de FFCV.

A banda na regido em torno de 3300 cm™ é atribuida ao estiramento simétrico e
assimétrico do grupo O-H (Kim et al., 2023). Essa banda apresentou maior intensidade nas
solucdes encapsulantes (ST), o que pode ser associado ao maior teor de agua e a elevada
disponibilidade de grupos hidroxila, que interagem por meio de ligacdes de hidrogénio. Nas
microcapsulas (MT), observou-se reducédo da intensidade, indicando diminuicdo do contetdo
de &gua e predominéancia de interaces polimero-polimero, que resultou em uma matriz mais
organizada. Esse comportamento é consistente com o processo de secagem por atomizagéo,
no qual ocorre a rdpida remocao de dgua e formagdo de estruturas mais densas e estaveis.

A banda em 2904 cm™ esta relacionada ao estiramento de grupos C-H de cadeias
alifaticas presentes em polissacarideos e proteinas (Yeung et al., 2024). As bandas observadas
em 1646, 1539 e 1365 cm™ sfo atribuidas as vibragGes caracteristicas das amidas I, 11 e 11,
associadas aos grupos C=0, N-H e C-N, respectivamente, provenientes principalmente das

proteinas da FFCV e dos grupos carboxilicos da pectina (Zhang et al., 2022).
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A banda localizada na regido de 1365 cm™ ¢ atribuida & deformacao de vibragdes O-
H, C-O-H e C-C-H, enquanto a banda em 1022 cm™ indica o estiramento C-O-C de ligacdes
glicosidicas, associado a presenca de carboidratos (Kim et al., 2023). Nessa regido, as
microcapsulas apresentaram maior intensidade do que os materiais isolados e as solucgdes
encapsulantes, sugerindo reorganizacao estrutural e maior integragéo entre 0s componentes da
matriz polimérica.

De acordo com Lin et al. (2022), a formacdo de ligacGes de hidrogénio entre os
materiais de revestimento contribui para o aumento da integridade estrutural das
microcépsulas. A FFCV apresenta elevada densidade de grupos funcionais, como O-H, N-H e
COOH, decorrentes da presenca de carboidratos, proteinas e fibras. Esses grupos favorecem a
formacdo de interacdes intermoleculares com a maltodextrina (rica em grupos OH) e com a
pectina (rica em grupos OH e COOH), promovendo a formacéo de uma rede polimérica coesa
e estruturalmente estavel, capaz de proteger Lmb. reuteri encapsulado.

Resultados semelhantes foram relatados por Kamble et al. (2024) ao
microencapsularem L. rhamnosus com maltodextrina, goma arabica e farinha de banana verde
pelo método de secagem por atomizacgdo, cujos espectros de FTIR evidenciaram padrdes
caracteristicos de interacbes intermoleculares entre 0s materiais de revestimento,

corroborando os achados do presente estudo.
3.3.5.Propriedades térmicas

Os termogramas de DSC dos materiais de revestimento e das microcapsulas de Lmb.
reuteri sdo apresentados na Figura 7, enquanto 0s parametros associados aos eventos térmicos
estdo na Tabela 5. Os resultados evidenciaram um comportamento térmico dependente da
composicdo das amostras, particularmente quanto & intensidade dos eventos endotérmicos e a
energia envolvida nesses processos.

Em todas as amostras, observou-se um primeiro evento endotérmico, com
temperaturas de pico entre 92,30 e 99,75 °C. Considerando a faixa de temperatura e a
natureza higroscopica dos componentes avaliados, esse evento pode ser associado
principalmente a remocdo de agua livre e fracamente ligada a matriz (Wani & Uppaluri,
2023).
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Figura 7. Comportamento térmico dos materiais de revestimento e das microcapsulas de
Lmb.reuteri.
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Malto: maltodextrina; FFCV: farinha de feijdo-de-corda verde; MTO: microcapsulas TO; MT2: microcapsulas
T2; MT4: microcapsulas T4; MT6: microcapsulas T6. TO: 15 % de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de
maltodextrina, 1 % de pectina e 2 % de FFCV; T4: 11 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9
% de maltodextrina, 1 % de pectina e 6 % de FFCV.

Tabela 5. Caracteristicas dos eventos térmicos dos materiais de revestimento e das
microcapsulas de Lmb. reuteri.

Amostra Evento Temperatura  Temperatura Temperatura Entalpia
de inicio (°C) de pico (°C) final (°C) (AH) (J/9)

Malto I 28,10 93,14 160,45 257,81
Pectina I 29,48 96,74 138,56 204,58
Pectina I 141,90 154,16 161,26 57,33
Pectina 1 181,61 205,43 223,09 66,10
FFCV I 30,22 92,30 166,28 191,31
MTO I 30,32 99,75 167,03 309,76
MT2 I 28,55 90,80 154,26 282,85
MT4 I 28,38 96,90 160,25 275,54
MT6 I 29,59 98,42 159,35 244,45

FFCV: farinha de feijao-de-corda verde; MTO: microcapsulas TO; MT2: microcapsulas T2; MT4: microcapsulas
T4; MT6: microcapsulas T6. TO: 15 % de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de
pectina e 2 % de FFCV; T4: 11 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1
% de pectina e 6 % de FFCV.
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A pectina apresentou um perfil térmico distinto das demais amostras, com dois
eventos térmicos adicionais, evidenciando sua natureza estruturalmente heterogénea. O
segundo evento, com pico de degradacdo em 154,16 °C, pode ser associado a reorganizacdo
estrutural ou ao inicio da degradacdo da cadeia polimérica. J& o terceiro evento, com pico em
205,43 °C, corresponde a degradacdo térmica mais intensa, envolvendo a ruptura de ligacoes
glicosidicas. Resultados semelhantes foram reportados por Zhou et al. (2024), que observaram
eventos endotérmicos na faixa de 222 a 228 °C, atribuidos a decomposicédo da pectina.

Em contraste com a pectina, a maltodextrina, a FFCV e as microcapsulas
apresentaram transi¢cbes térmicas mais suaves, 0 que pode ser atribuido a natureza
predominantemente amorfa desses materiais, que ndo apresentam transi¢cbes de fase bem
definidas. Esses resultados estdo em concordancia com Montoya-Soto et al. (2025), que
relataram perfis térmicos semelhantes para microcapsulas de probidticos obtidas por secagem
por atomizacgdo, com pico endotérmico proximo de 100 °C, associado a perda de umidade, e
auséncia de transicdes de fase significativas até 250-300 °C.

Um aspecto relevante foi a auséncia dos picos caracteristicos de degradacdo da
pectina (154,16 e 205,43 °C) nos termogramas das microcapsulas. Esse comportamento
sugere que 0os componentes da pectina ndo se encontram em sua forma livre, mas sim
organizados em uma matriz estruturada, resultante de suas interagdes intermoleculares com a
maltodextrina, a FFCV e os demais constituintes da formulacéo, o que reforca os resultados
obtidos por MIR, que indicaram a formacdo de uma rede polimérica integrada. De forma
semelhante, Yeung et al. (2024) observaram um pico exotérmico do alginato de sodio a 237
°C, que nédo foi detectado em sistemas encapsulados, indicando interacdo eficiente entre 0s
materiais de revestimento.

Verificou-se que o aumento da proporcdo de FFCV promoveu alteracdes na
intensidade e na posicdo dos eventos térmicos, o que também pode estar relacionado ao
fortalecimento das interagfes intermoleculares, especialmente por meio de ligagdes de
hidrogénio, entre a FFCV e os demais componentes da matriz. Thinkohkaew et al. (2025)
observaram aumento da estabilidade térmica de microcdpsulas na presenca de
frutooligossacarideos (FOS), atribuindo esse efeito a formacgdo de ligacdes de hidrogénio
entre 0s componentes da matriz.

Os resultados de DSC indicam que a composi¢do da matriz encapsulante influencia

diretamente o comportamento térmico das microcdpsulas, evidenciando a formacdo de
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sistemas estruturalmente integrados e com estabilidade térmica adequada. Essas
caracteristicas sdo relevantes do ponto de vista tecnoldgico, uma vez que sugerem maior
resisténcia a variacbes de temperatura durante o processamento e 0 armazenamento,

contribuindo para a protecao e a viabilidade do microrganismo encapsulado.

3.4. Viabilidade de Lmb. reuteri livre e microencapsulado durante digestao

gastrointestinal in vitro

A sobrevivéncia de microrganismos probidticos em condicBGes gastrointestinais €
essencial para garantir a entrega e 0 acesso desses microrganismos ao local de acdo, bem
como sua sobrevivéncia em quantidades suficientes para promover beneficios a satde. Para
avaliar isso, tanto as células livres quanto as microcapsulas foram submetidas a digestéo

gastrointestinal in vitro e os resultados sdo apresentados na Figura 8.

Figura 8. Viabilidade de Lmb. reuteri livre e encapsulado durante a digestdo gastrointestinal

in vitro.
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CL: células livres; MTO: microcapsulas TO; MT2: microcépsulas T2; MT4: microcdpsulas T4; MT6:
microcapsulas T6. TO: 15 % de maltodextrina e 1 % de pectina; T2: 13 % de maltodextrina, 1 % de pectinae 2 %
de FFCV; T4: 11 % de maltodextrina, 1 % de pectina e 4 % de FFCV; T6: 9 % de maltodextrina, 1 % de pectina
e 6 % de FFCV. FFCV: farinha de feijdo-de-corda verde.
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A viabilidade de Lmb. reuteri, livre e microencapsulado, apresentou reducao
significativa (p < 0,05) ao longo do tempo de digestdo in vitro, com comportamento
dependente da forma de incorporacdo e da composicéo da matriz encapsulante.

Na fase gastrica (120 min), simulando as condi¢Ges do estdmago, observou-se
reducdo acentuada da viabilidade das CL (= 3 unidades logaritmicas), seguida das
microcdpsulas MTO0, MT2, MT4 e MT®6, que apresentaram reducdes logaritmicas de 1,73,
1,57, 1,38 e 1,24, respectivamente. Essa reducdo esta associada, principalmente, ao ambiente
altamente acido (pH < 2,5), que pode comprometer a integridade da membrana celular,
reduzir o pH citoplasmatico e inibir a atividade metabdlica bacteriana (Yao et al., 2020). A
menor perda observada nas microcapsulas evidenciou o efeito protetor na matriz
encapsulante, que atuou como barreira a difusdo de ions H* e a agdo enzimatica.

Na fase entérica | (240 min), que simula o intestino delgado, observou-se
continuidade na reducéo da viabilidade de Lmb. reuteri em todos os tratamentos, porém, com
menor intensidade em relacdo a fase gastrica. As CL apresentaram reducdo de
aproximadamente 2 unidades logaritmicas, enquanto as microcapsulas apresentaram reducdes
inferiores a 1, indicando maior resisténcia as condic¢des intestinais iniciais.

Na fase entérica Il (360 min), verificou-se redugdo adicional da viabilidade de Lmb.
reuteri, atribuida a exposicéo prolongada aos sais biliares e ao estresse oxidativo, fatores que
podem causar danos a membrana celular, ao DNA e a outros componentes intracelulares (Han
et al., 2021). Nessa etapa, CL apresentaram viabilidade inferior a 5 Logio UFC/g, enquanto as
microcapsulas mantiveram maior estabilidade, com destaque para MT6, seguida por MT4,
MT2 e MTO, com valores finais de 7,61, 6,58, 5,42 e 5,24 Logi10 UFC/g, respectivamente.

A sobrevivéncia dos probidticos até a fase final da digestdo é essencial, pois 0s
microrganismos precisam alcancar o intestino delgado em estado viavel e em quantidades
adequadas (> 6 Log UFC/g ou mL) para exercer seus efeitos benéficos ao organismo, como o
equilibrio da microbiota intestinal e o suporte as fungdes imunoldgicas (Liu et al., 2023).
Nesse contexto, somente as microcapsulas MT4 e MT6 atenderam a esse requisito,
demonstrando maior potencial para aplicagdo como sistemas de entrega de Lmb. reuteri.

As condigOes gastrointestinais in vitro evidenciaram maior instabilidade das CL, com
reducdo total de 5,42 unidades logaritmicas e taxa de sobrevivéncia de aproximadamente 48
%. Em contrapartida, as microcapsulas MT6 demonstraram resisténcia estrutural mais

significativa (p < 0,05), com taxa de sobrevivéncia superior a 80 % e reducado total de apenas
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1,76 unidades logaritmicas. Esses resultados sugerem que, além de atuar como barreira fisica
inicial, a matriz encapsulante promove a liberacdo gradual das células, protegendo parte da
populacdo microbiana ao longo das diferentes etapas da digestdo. Resultados semelhantes
foram reportados por Costa et al. (2025), que observaram maior resisténcia de L. plantarum
microencapsulado (6,18 Log UFC/g e sobrevivéncia > 80 %), em comparacao as células
livres (4,08 Log UFC/g e sobrevivéncia = 30 %).

Os materiais de revestimento empregados na producdo das microcapsulas foram
fundamentais para a protecdo Lmb. reuteri em condicGes adversas do trato gastrointestinal. A
presenca de FFCV na matriz encapsulante provavelmente contribuiu para o aumento da
resisténcia estrutural das microcapsulas, devido a formacdo de uma rede polimérica mais
densa e coesa, favorecida por interagdes intermoleculares, como ligac6es de hidrogénio entre
0s constituintes. Esse comportamento € consistente com os resultados de eficiéncia do
encapsulamento, propriedades reoldgicas e anlises estruturais previamente discutidos.

O desempenho observado pode estar relacionado ndo apenas a estrutura fisica das
microcapsulas, mas também ao carater funcional da FFCV. Componentes com potencial
prebidtico podem favorecer a sobrevivéncia de Lmb. reuteri em condi¢bes gastrointestinais
adversas, contribuindo para a manutencdo da viabilidade celular. Resultados semelhantes
foram relatados por Kamble et al. (2024), que observaram maior taxa de sobrevivéncia de L.
rhamnosus microencapsulado com maltodextrina, goma arébica e farinha de banana verde (=
10 Log UFC/g) em comparacdo ao uso de apenas maltodextrina e goma arabica (= 6 Log
UFC/g). Os autores demonstraram que o aumento da concentracdo de farinha vegetal na
matriz encapsulante esté diretamente associado ao aumento da viabilidade durante a digestéo.
Santos et al. (2025) destacam que a incorporacdo de compostos com potencial prebiotico a
matriz encapsulante pode ampliar a estabilidade e a funcionalidade dos probidticos em
sistemas alimentares.

Considerando os resultados obtidos neste estudo, destacam-se tanto o potencial da
FFCV como material de revestimento quanto o das microcapsulas desenvolvidas como
sistemas eficazes de entrega de Lmb. reuteri, capazes de garantir a sobrevivéncia do

probidtico até o local de acdo no trato gastrointestinal.
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4. Conclusao

O uso da FFCV, em combinagcdo com maltodextrina e pectina, mostrou-se eficaz na
manutencdo da viabilidade de Lmb. reuteri. As microcapsulas obtidas apresentaram elevada
integridade estrutural, estabilidade térmica e propriedades fisicas e quimicas adequadas para
aplicacbes em sistemas alimentares. Quando submetidas as condigBes gastrointestinais in
vitro, as formulacdes MT4 e MT6 garantiram altas contagens de células vidveis (> 6 Log10
UFC/g) na fase final da digestdo, atendendo aos niveis considerados ideais para promogéo de
beneficios a salude. Dessa forma, a incorporacdo da FFCV como componente da matriz
encapsulante destaca-se como uma alternativa tecnoldgica relevante para o desenvolvimento
de sistemas de entrega de probidticos, contribuindo tanto para a protecdo celular quanto para o
aumento do valor funcional das microcépsulas. Este estudo reforca o potencial de matérias-
primas vegetais no desenvolvimento de ingredientes alimenticios inovadores, alinhando

desempenho tecnoldgico, funcionalidade e sustentabilidade.
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