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RESUMO GERAL

O objetivo do presente estudo foi produzir e caracterizar as microparticulas contendo
Lactobacillus acidophilus LA14, assim como, verificar a sua viabilidade e resisténcia
gastrointestinal. Além disso, foi avaliado a aplicacdo das microparticulas na producao de queijo
tipo Minas Padrdo, a influéncia dos materiais de parede no perfil sensorial dos produtos obtidos.
As microparticulas foram produzidas com isolado proteico de soro (IPS) e inulina (IN). Foram
avaliados 4 tratamentos em delineamento totalmente casualizado contendo diferentes
concentragdes de IPS e IN, e pectina fixada a 2%, com duas repeti¢fes. A inulina atuou como
espessante aumentando a viscosidade da emulsao (1.2053 < k < 2.0565). Os melhores tempos
de reconstituicdo foram para os tratamentos com maior concentracao de inulina. A solubilidade
foi diminuida nos tratamentos contendo maior quantidade de inulina. Os produtos obtidos
caracterizam-se por baixa umidade e atividade de agua. O melhor resultado para eficiéncia de
encapsulacdo (96,12%) foi encontrado na formulagdo com maior concentracdo de inulina,
IPS/IN (1:2). O tamanho de particula teve os maiores valores na presenca de inulina e em
maiores concentragfes: D3 (12,79 um) e Da3 (14,89 um). As analises de raio-X mostraram
materiais com estruturas semelhantes, mas com formacdo de pequenas zonas cristalinas nos
tratamentos com maior quantidade de inulina. A viabilidade, resisténcia a condicdes
gastrointestinais simuladas e potencial probio6tico dos queijos foram com a aplicacéo de inulina
na matriz encapsulante, sendo eficiente na prote¢do dos microrganismos durante o processo de
secagem, sem afetar a viabilidade dos probioticos microencapsulados, e apresentando potencial
para aplicacdo e elaboragdo de alimentos funcionais. Através do teste descritivo CATA e da
aceitacdo foi possivel identificar que a inulina influenciou de maneira positiva na percepcéo
dos atributos sensoriais durante os trinta dias de maturacdo dos queijos tipo Minas Padréo
formulados.

Palavra-chave: Spray drying. Probidticos. Viabilidade celular. Resisténcia gastrointestinal.
Queijo tipo Minas Padrdo. Perfil sensorial.



GENERAL ABSTRACT

The objective of the present study was to produce and characterize microparticles
containing Lactobacillus acidophilus LA14, as well as to verify their viability and
gastrointestinal resistance. In addition, an application of microparticles in the production of
standard Minas cheese was evaluated, the influence of the wall materials in the sensory profile
of the products obtained. The microparticles were produced with whey protein isolate (WPI)
and inulin (IN). Four treatments were avaluated in a completely randomized design containing
different concentrations of WPI and IN, and pectin fixed at 2%, with two replications. An inulin
acted as a thickener, increasing the viscosity of the emulsion (1.2053 < k < 2.0565). The best
reconstitution times were obtained in treatments with the highest concentration of inulin.
Solubility was decreased in treatments containing greater amounts of inulin. The products
obtained are characterized by low humidity and water activity. The best result for encapsulation
efficiency (96.12%) was found in the formulation with higher concentration of inulin, WPI/IN
(1:2). The particle size had the highest values in the presence of inulin and in the higher
concentrations: D3z (12.79 um) and D43z (14.89 um). The X-ray analysis revealed materials with
similar structures, however with the formation of small crystalline zones in treatments with a
greater amount of inulin. The viability, resistance to simulated gastrointestinal conditions and
the probiotic potential of the cheeses occurred with the application of inulin in the encapsulating
matrix, being efficient in the protection of microorganisms during the drying process, without
affecting the viability of microencapsulated probiotics, and presenting potential for application
and functional food formulation. Through the descriptive test CATA and acceptance, it was
possible to identify that inulin influenced positively the perception of sensory attributes during
the thirty days of maturation of formulated standard Minas cheese.

Keywords: Spray drying. Probiotics. Cell viability. Gastrointestinal resistance. Standard Minas
cheese. Sensory profile.



2.1
2.2
2.3
23.1
2.4
2.5
2.5.1
2.5.2

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ..ot 10
[N EEI0] 516 107:Y0 IO 10
REFERENCIAL TEORICO ......ooiveeeeeeveeeeeeeveseseesesesessssssssesssssessssssnneons 12
Probidticos, pré bioticos e SIMDIOLICOS ..........ccccveveeviiccccccccee e, 12
Microencapsulagdo de ProbiGtiCOS. ... 14
Secagem Por SPray DYING ... 15
Fatores que afetam a microencapsulacédo de probidticos por spray drying.....17
MaAteriais CarrEAUOIES ..........coovivieieeeieiee ettt 18
QUEIJO MINAS PAUFE0 ........cocvviiiceeese ettt 21
Caracteristicas Sensoriais €M QUEIJOS........cccceveiririiiiiiiriiiisieese e 24
Analise de CATA e teste de aCeItaCao .........ccccevereveeieiiieieieeeeeeess s 26
CONSIDERACOES GERAIS .......ooooeveeeeveerveeeveesveesseseseesesssssssssssssessss s 28
REFERENCIAS ...t sssssss s 29
SEGUNDA PARTE — ARTIGOS.......coo oot 40
ARTIGO 1 Atividade simbidtica: Encapsulacdo por spray drying de

Lactobacillus acidophilus LA14 com isolado proteico de soro/inulina.............. 40

ARTIGO 2 - Aplicacdo de microparticulas contendo Lactobacillus
acidophilus LA14 na producéo de queijo tipo Minas Padréo probidtico e
avaliacdo do perfil sensorial durante o periodo de maturacao. .............cc......... 73
CONCLUSAO GERAL ..o seesssessssessssssssssssnssssnsennenos 107



10

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O constante crescimento do interesse dos consumidores por alimentos funcionais que
podem contribuir para habitos alimentares saudaveis tem impulsionado pesquisas de inovacao,
o desenvolvimento de alimentos que incorporam ou aprimoram ingredientes nutricionais com
potenciais beneficios a saude. Alimentos funcionais podem ser definidos como suplementos
alimentares que, além de seus valores nutricionais, podem modular beneficamente as funcGes
do corpo tornando cada vez mais populares.

Os probioticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a salude de um
hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas. Isso pode ocorrer através da
regulacdo direta ou indireta do sistema imunol6gico, onde as cepas especificas afetam
significativamente a producédo de imunoglobulinas, respostas de anticorpos e outras respostas
imunes celulares que podem ajudar a melhorar a saude e a resisténcia a doencas (MATAR et
al., 2001).

Atualmente, Lactobacillus Acidophilus é um probiotico pelo qual os consumidores
podem ingerir células probidticas contidas em veiculos alimenticios como iogurte e bebidas
lacteas.

A microencapsulacao de probioticos, como agentes bioativos, tornou-se uma alternativa
para preservar 0s microrganismos viaveis ndo apenas durante o armazenamento e digestdo, mas
também durante o processamento dos alimentos (COOK et al., 2012). O método mais usado
para desenvolver microparticulas é através da técnica de spray drying, pois compreende 0s
menores custos de producdo em nivel industrial para o desenvolvimento de ingredientes
bioativos.

Na microencapsulacdo de probidticos, os materiais da parede tém um papel importante
na protecdo de microrganismos (ECKERT et al., 2017; HUANG et al., 2017). Para que o
processo de microencapsulacdo por spray drying apresente sucesso e boa eficiéncia é necessario
0 uso de materiais de parede que possuam caracteristicas de interesse, garantindo uma adequada
encapsulacdo e apresentando propriedades ideais no manuseio, na protecdo do material
bioativo, na estocagem e na reconstituicao.

Os materiais da parede podem consistir em carboidratos, proteinas ou fruto-
oligossacarideos, devido ao seu grande campo de aplicagbes na industria alimenticia. A

protecdo do material bioativo conferida pelo processo de microencapsulacédo por spray drying,
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se tornou ao longo dos anos uma das principais formas para viabilizar a producdo de alimentos
probidticos com maior vida Util, bem como maior resisténcia as condi¢Ges gastrointestinais, de
modo a tornar mais facil a colonizacdo e os efeitos benéficos desses microrganismos no
intestino.

Os probioticos sdo encontrados principalmente em produtos lacteos como iogurte, leite
fermentado e alguns tipos de queijos, representando desta forma, os principais produtos
funcionais vendidos em todo o mundo. A dose efetiva recomendada de um probiotico esta entre
10° & 10° células viaveis por dia, para atingir o efeito desejado na sadde. No entanto, ainda
existem muitas questdes sobre a eficacia, especialmente sua sobrevivéncia desde a sua produgao
até o seu local de acéo.

O queijo Minas Padrao € um queijo maturado consumido extensivamente no Brasil. Por
ser um produto maturado amplamente consumido no Brasil, parte da sua carga microbiota
natural é responsavel pelo processo de maturagdo, onde compostos responsaveis pelo seu aroma
e sabor séo desenvolvidos.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial probidtico de
microparticulas contendo isolado proteico de soro e inulina, bem como a influéncia dessas
microparticulas nas caracteristicas funcionais e perfil sensorial do queijo tipo Minas Padrdo ao
longo do tempo de maturacdo, bem como avaliar os atributos sensoriais durante o periodo de
maturacdo do queijo tipo Minas Padrdo, foi realizado o teste CATA e de aceitacdo, com
aplicacdo de uma ANOVA multivariada (MANOVA) para melhor identificacdo dos atributos

ao longo do tempo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Probioticos, prébioticos e simbidticos

Os probiodticos sdo chamados de bactérias ou leveduras vivas presentes na flora
gastrointestinal (OAK; JHA, 2018). Segundo a Associacgao das Nac¢des Unidas para Agricultura
e Alimentacao (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), eles tém efeitos positivos em
relacdo a saude do hospedeiro, quando sdo ingeridos ou implementados localmente em
contagens adequadas (COOK et al., 2012).

Recomenda-se que os alimentos que contenham bactérias probioticas estejam na faixa
de 108 a 10° unidades formadoras de coldnias (UFC)/g antes da ingestdo para garantir que o
minimo terapéutico suficiente de 10° -10” UFC/g pode atingir o cdlon (GUEDES et al., 2019;
NAZZARO et al., 2009). Infelizmente, a maioria dos microrganismos nao tem capacidade de
sobreviver em grande quantidade devido ao baixo pH (pH = 2) no suco gastrico e/ou exposi¢do
ao oxigénio que limita sua eficacia na maioria dos alimentos funcionais (SHORI, 2017).

A alta suscetibilidade dos probidticos a perda de viabilidade significa que estratégias
efetivas de encapsulacdo sdo necessarias para proteger os microrganismos nas etapas de
fabricacéo, transporte e armazenamento de um produto, bem como durante a passagem pelo
trato digestivo superior e depois serem liberados no limen intestinal (YEUNG et al., 2016).

Muitas investigacdes foram conduzidas sobre os efeitos promotores de salde de
probidticos para pessoas e ratos de laboratério e foi demonstrado que eles estavam
desempenhando um papel no tratamento de varias doencas agudas e crbnicas, como por
exemplo, doencas inflamatdrias intestinais (FUJIYA; UENO; KOHGO, 2014), doencas
hepaticas alcodlicas e ndo alcoodlicas (AFLD e NAFLD) (FEROLLA et al., 2015), obesidade
(JOHN; MULLIN, 2016), diabetes (BORDALO et al., 2017) e cancer (LESLIE, 2015). Seus
efeitos na promocdo da saude sdo atribuidos a sua capacidade de fornecer nutrientes
fundamentais, metabolizar componentes indigestos e evitar a colonizacdo de organismos
patogénicos oportunistas (ROUND; MAZMANIAN, 2009).

O interesse na busca de microrganismos de diferentes matrizes alimentares aumentou
devido ao isolamento de novas espécies bacterianas com potencial para melhorar a
palatabilidade, processabilidade e valor nutricional de uma ampla gama de alimentos (MANINI
et al., 2016). Entre as espécies isoladas, as mais importantes sdo as bactérias do acido latico,
gue foram incorporadas em alimentos fermentados, algumas das quais com potencial probidtico
(LINARES et al., 2017).
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As espécies pertencentes ao género Lactobacillus sdo os probidticos mais estudados
para incorporacdo em alimentos e tém sido amplamente utilizados como ingredientes ativos em
produtos lacteos funcionais (AMIRI et al., 2019; MEIRA et al., 2015). O L. acidophilus
(FIGURA 1) é uma das floras microbianas mais importantes presentes no trato intestinal
humano e entre 0s grupos de probidticos mais importantes para promover a saide humana
(HYMES et al., 2016; JOHNSON et al., 2013; OUWEHAND et al., 2014). Eles podem
equilibrar os microrganismos entéricos e melhorar o ambiente intestinal humano quando
atingem uma quantidade suficiente (ARORA et al., 2012; SOHAIL et al., 2013).

Figura 1 - Lactobacillus Acidophilus LA 14.
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Fonte: Do autor (2020).

O L. acidophilus é um microrganismo probidtico disponivel em alimentos
convencionais e suplementos alimentares, onde a maioria dos alimentos probidticos ja
existentes no mercado, como leite fermentado e iogurte, sdo produtos frescos e geralmente séo
consumidos em dias ou semanas apds a fabricagdo. L. acidophilus produz compostos
antimicrobianos, incluindo acidos organicos, proxidas de hidrogénio, diacetil, amdnia, didxido
de carbono, etanol e bacteriocinas. Muitas cepas do género Lactobacillus séo geralmente aceitos
como probioticos humanos. Assim, diferentes produtos comercialmente séo inoculados com
cepas de L. acidophilus (OZOGUL; YAZGAN; OZOGUL, 2011).
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2.2 Microencapsulacéo de probidticos

A microencapsulacdo é uma tecnologia amplamente usada para melhorar a estabilidade
e a biodisponibilidade de compostos bioativos (GHARSALLAOUI et al., 2007). As
microcépsulas ou microparticulas sdo um produto da microencapsulagdo e contém compostos
bioativos no nucleo, envolvidos por um revestimento de materiais de parede.

A parede fornece uma barreira fisica que dificulta a difusdo molecular e reacbes
quimicas, a fim de melhorar a estabilidade de compostos encapsulados (TAGUCHI et al.,
2016). Esta parede é formada por uma membrana semipermedvel, esférica, fina e forte
envolvendo um interior sélido/liquido, com didmetro variando de alguns micrémetros a 1 mm.

A microencapsulacdo pode ser utilizado para muitas aplicacbes na industria de
alimentos, incluindo estabilizacdo do material encapsulado, controle de reacGes oxidativas,
fornecimento de liberagdes controladas, mascarar sabor, cor e odores, estendendo a vida de
prateleira e protegendo componentes contra perdas nutricionais (ANAL; SINGH, 2007).

O material presente dentro da microparticula é chamado de nucleo ou material
encapsulado, e o material de parede é encontrado na membrana da microparticula (FIGURA 2).
O material contido no nucleo pode ser um material cristalino, uma emulsdo, uma suspensdo de

solidos, ou células vivas de microrganismos.

Figura 2 - Representacdo esquematica dos tipos de microparticulas.

Material encapsulado Matriz Membrana

Tipo Matriz Tipo matriz revestida

Fonte: Adaptado de Burgain et al. (2011).

A microencapsulagéo de probidticos, como agentes bioativos, tornou-se uma alternativa
para preservar 0s microrganismos viaveis ndo apenas durante o armazenamento e digestdo, mas
também durante o processamento de alimentos (COOK et al., 2012). O método mais usado para

desenvolver microcapsulas é a secagem por spray drying, pois compreende 0S menores custos
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de producdo em nivel industrial para o desenvolvimento de ingredientes bioativos (BERNUCCI
etal., 2017).

Na microencapsulacdo de probidticos, os materiais da parede tém um papel importante
na protecdo de microrganismos (ECKERT et al., 2017; HUANG et al., 2017). Os materiais da
parede podem consistir em carboidratos, proteinas ou polissacarideos de baixo peso molecular.
As proteinas podem proteger as células contra danos pela estabilizacdo dos componentes da
membrana. Em particular, as proteinas do soro de leite possuem propriedades funcionais
variadas, como emulsificacéo, gelificacdo e estabilidade da espuma (KAREB; AIDER, 2019).
Os polissacarideos considerados como fibra alimentar (inulina, quitosana, alginato,
hidroxipropilmetilcelulose) podem proteger microorganismos contra condi¢Bes gastricas e
permitir sua liberacdo no célon com contagens apropriadas (COOK et al., 2012; DIAZ-
VERGARA et al., 2017; ROSOLEN et al., 2019; YONEKURA et al., 2014).

2.3 Secagem por Spray Dying

A secagem é um processo amplamente usado para preservacao de alimentos, garantindo
uma vida util estavel e estendida, reduzindo os custos de transporte e facilitando o comércio
(HUANG et al., 2017). Entre as técnicas de secagem, a secagem por spray drying € uma das
mais predominantes na industria de alimentos segundo Schuck et al. (2016). Este tipo de
secagem ocorre em alguns segundos, onde o liquido de alimentacéo é pulverizado em goticulas
finas (10-150 pum) que sdo direcionadas para um fluxo de ar quente e seco (150°C—-250°C)
(BROECKX et al., 2016). O processo de secagem por spray drying é dividido em quatro etapas:
preparacdo de uma dispersdo ou emulsdo, homogeneizacdo da dispersdo, atomizacdo da
emulsdo alimentar e desidratacdo das particulas atomizadas (SHAHIDI; HAN; 2009). Na
otimizacdo do processo, existem pelo menos quatro grupos de critérios que podem ser
considerados: (a) propriedades dos materiais de parede; (b) caracteristicas dos materiais de
nucleo; (c) especificagdo da emulsdo de alimentacdo e (d) condi¢bes da secagem por spray

drying. A Figura 3 mostra o0 esquema de um secador dor spray drying.
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Figura 3 - Esquema de um secador por Spray drying de ciclo aberto.
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Fonte: Adaptado de Anandharamakrishnan e Ishwarya (2015).

Durante o processo de spray drying ou secagem por atomizacao, fluxos de liquidos séo
transformados em goticulas, sendo que o procedimento mais comum é a atomizacao por bicos
de pressdo, em que a corrente de liquido é passada através de uma abertura estreita, gerando
efeitos de homogeneizacéo e pulverizagio (PATEL; PATEL; SUTHAR, 2009). E necesséria
uma compreensdo detalhada das propriedades fisicas do material a ser atomizado e
subsequentemente seco, bem como as propriedades do p6 resultante (por exemplo, densidade
aparente, fluidez e gordura livre) sdo necessarias para garantir a selecdo do atomizador mais
apropriado (SCHUCK et al., 2016). Existem alguns pontos criticos a serem considerados
durante o processo de atomizacédo. A instalagdo do atomizador certo é essencial para o sucesso
da secagem por spray drying. O atomizador deve cumprir varias fun¢des importantes resumidos
como: (1) dispersar o material de alimentacdo em pequenas gotas, com boa distribui¢do dentro
do secador e que se misture bem com o gas quente; (2) as goticulas produzidas ndo devem ser
muito grandes para que possam ser completamente secas, e nem tdo pequenas, para que nédo
seja dificil a recuperacdo do produto (pequenas particulas também podem superaquecer,
tornando-se um material levemente queimado) e (3) o atomizador também deve atuar como um
dispositivo de medigéo, controlar a taxa na qual o material € alimentado no secador (PATEL;
PATEL; SUTHAR, 2009).
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Os desenvolvimentos mais recentes neste campo da atomizacdo estdo focados na
atomizacéo ultrassonica e sprays induzidos por alta tensdo, bem como em estudos de secagem
com gota unica (ADEK et al., 2015; CHEN, 2010; FU; WOO; CHEN, 2012; SCHUTYSER;
PERDANA; BOOM, 2012). No entanto, deve-se notar que as investigacoes dessas abordagens
de atomizacéo estdo no momento predominantemente limitadas a fundamentos de pesquisas, e
ndo a implementacdo industrial, devido principalmente a questfes de escala, complexidade
percebida da instalacdo e complexidade inerente aos sistemas liquidos, bem como altos custos
e falta de equipamentos disponiveis (SULLIVAN et al., 2019).

2.3.1 Fatores que afetam a microencapsulagédo de probidticos por spray drying

O conceito de probidticos para a saude intestinal e sua incorporacdo em produtos
alimenticios tem evoluido em resposta a um aumento na conscientizacdo sobre a salde e a
tendéncia de usar "alimentos como remédios" entre os consumidores. A importancia industrial
das culturas de acido latico em relagdo ao setor de alimentos fermentados é bem conhecido.

O manuseio de culturas liquidas a granel em escala industrial foi o principal gargalo
identificado nas industrias de alimentos fermentados. O uso de culturas iniciadoras de &cido
latico congeladas foi a metodologia inicialmente praticada para preservar e manusear as culturas
de &cido lactico. O custo envolvido no transporte em baixa temperatura das culturas congeladas
e o risco envolvido nos procedimentos de descongelamento antes de seu uso foram as principais
limitacGes desta técnica.

Embora a liofilizagdo tenha demonstrado preservar a viabilidade celular, quanto maior
0 tempo de processamento e 0 custo do processo sdo suas principais desvantagens. Assim, 0
advento da tecnologia de encapsulacéo e a introducdo da secagem por spray como uma técnica
de microencapsulagéo foi visto como um grande avango neste campo.

O menor custo de producéo, taxa de secagem rapida, eficiéncia energética e capacidade
de producéo continua do processo de secagem por pulverizagdo, justifica como uma técnica
adequada para encapsulacdo de culturas iniciadoras de acido lactico. A desvantagem é que a
alta temperatura usada no processo pode néo ser adequada para encapsular culturas bacterianas
probidticas. Neste ponto, as temperaturas de saida maiores que 85-90°C sdo letais para 0s
probidticos.

E conhecido que sob as mesmas condicbes de temperatura de entrada, uma taxa de
entrada de alimentacdo mais alta teve uma temperatura de saida mais baixa e uma taxa de

sobrevivéncia aumentada.
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O dano ao calor da membrana celular € um dos danos-alvo mais suscetiveis durante a
secagem por pulverizacdo. As altas temperaturas durante a secagem por spray fazem com que
os poros celulares vazem as substancias intracelulares (ANEKELLA; ORSAT, 2013). No
entanto, o ajuste adequado e o controle das condicBes de processamento, como as temperaturas
de entrada e saida, podem alcancar culturas encapsuladas vidveis com uma distribuicdo de
tamanho de particula desejada.

Outros fatores que afetam a viabilidade do probidtico seco por pulverizacdo sdo os tipos
de cepas e sua tolerancia as condicGes de estresse, 0 material de parede (transportador), a
temperatura de secagem e o tempo de exposi¢do ao calor (antes do processo de secagem por
pulverizagdo) a atividade de agua e as condi¢Ges de armazenamento (apds o processo de

secagem por pulverizacdo) (MARTIN et al., 2015).

2.4 Materiais carreadores

Os materiais carreadores ou materiais de parede sdo feitos por biopolimeros que formam
uma estrutura na qual fica armazenado o material bioativo encapsulado. A composicdo do
material da parede influencia a taxa de liberacdo de compostos bioativos presos nela, onde a
selecdo do material de parede adequado € essencial para alcancar a taxa de liberacdo desejada
e a alta eficiéncia de encapsulacdo do composto bioativo durante a microencapsulagéo por spray
drying. Os materiais de encapsulacdo usados para a secagem por spray drying devem ter boa
capacidade de formacdo de emulsdo, capacidade de formacdo de filme e baixa viscosidade
(BAJAJ; MARATHE; SINGHAL, 2021).

A parede da microcapsula fornece uma barreira fisica entre o nucleo e o ambiente. Em
1993, Shahidi e Han (2009) propuseram a introducdo de microencapsulacdo na industria de
alimentos para facilitar o uso de compostos sensiveis durante a fabricacéo, garantindo melhor
estabilidade.

O soro de leite € considerado um subproduto ou um produto secundario da fabricacéo
de queijos. Representa entre 70 e 90% do volume original de leite e cerca de 50% dos s6lidos
do leite estdo presentes no soro de leite. Vale ressaltar que o soro de leite ja é utilizado na
producéo de alimentos para consumo humano, racdo animal, aplica¢Ges agricolas, entre outras
aplicacdes. O alto volume e numero de compostos organicos presentes no soro de leite séo
responsaveis, ndo apenas pelo seu valor nutricional, mas também por problemas ambientais
quando descartados de forma inadequada (GIRALDO et al., 2017).
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Isolado proteico de soro (IPS) é uma das principais fontes de proteinas globulares
utilizadas na inddstria de alimenticia devido suas propriedades emulsificantes, formadora de
gel e espuma (BERNARD et al., 2011). Aléem disso, apresenta 6tima qualidade nutricional e
propriedades funcionais inerentes que vdo de encontro com as demandas do encapsulacéo
(EZHILARASI et al., 2013).

A fragdo de proteina de soro de leite € obtida a partir do soro de leite resultante do
processo de fabricacdo do queijo através da caseificagcdo. As proteinas de soro de leite possuem
cerca de 15% a 20% do total de proteinas do leite (CAMARGO et al., 2018; PATEL, 2015).
As proteinas do soro sdo formadas por B-lactoglobulina (35% a 65%) ¢ a-lactalbumina (12% a
25%). Em quantidades menores, possui imunoglobulinas (8%), albumina (5%) e lactoferrina
(1%) como componentes principais. E rica em aminoécidos de cadeia ramificada, como leucina,
isoleucina e valina; bem como a cisteina (PATEL, 2015).

O soro de leite pode ser encontrado para comercializagdo como: concentrado (contendo
lipidios e lactose juntamente com proteinas - 29% a 89%), isolado (90% de proteina) ou
hidrolisado (parcialmente digerido, facilitando o metabolismo) (CAMARGO et al., 2018;
PATEL, 2015).

Existem vérias funcionalidades atribuidas ao isolado proteico do soro (IPS) em pesquisa
como: aumento da qualidade tecnoldgica dos produtos de panificacio (CAMARGO et al.,
2018), reducdo do estresse oxidativo e aumento da massa muscular (PATEL, 2015).

Introduzidas em uma revisdo de Katouzian e Jafari (2016), o isolado preoteico de soro
(IPS) foi usado com outros materiais de parede no encapsulamento para a liberacdo controlada
de vitaminas.

O uso de IPS deve-se principalmente ao alto rendimento de encapsulacdo e a alta
estabilidade durante o armazenamento, enquanto os outros materiais da parede (como, amido
resistente) podem contribuir para diminuir as taxas de solubilidade e liberagio (PEREZ-MASIA
et al., 2015).

O uso de misturas de biopolimeros com diferentes propriedades funcionais pode
permitir o aumento da eficiéncia do encapsulacdo e do prazo de validade das microcdpsulas

A inulina (GPmedio = 12) € obtida industrialmente a partir da extracdo com agua quente
da fonte vegetal, seguida de refino e secagem. Trés tipos de produtos comerciais podem ser
elaborados: a inulina com alto GP (GPmedio = 25), obtida a partir de separagdo fisica; a
oligofrutose (GPmedio = 4), obtida por meio da hidrdlise enzimética parcial da inulina; e a mistura
de inulina e oligofrutose, obtida a partir da combinacao de 50% de inulina de alto GP e de 50%
de oligofrutose (ROBERFROID; DELZENNE, 1998). O comprimento da cadeia afeta certas
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propriedades da inulina e determinadas funcfes e aplicagdes tecnoldgicas. Inulina de cadeia
longa é termicamente mais estavel, menos sollvel e mais viscosa (WADA et al., 2005). A

Figura 4 representa a estrutura quimica da inulina.

Figura 4 - Estrutura quimica genérica da inulina (n = 2-60).
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Fonte: Adaptado de Barclay et al. (2010).

A inulina € um oligossacarideo do tipo frutano, encontrado em uma ampla variedade de
plantas, reconhecido como um composto prebiético. E uma fibra fermentéavel que no pode ser
digerida pelas enzimas do trato gastrico, estimulando seletivamente o crescimento de bactérias
benéficas do colon (NUNES et al., 2018; PINTO et al., 2015). Entéo, o consumo de inulina
provoca um estimulo seletivo intestinal dessas bactérias, o que € benéfico para a saide humana
(ROBERFROID, 2000). Outro efeito biologico atribuido ao consumo de inulina é acdo das
fibras alimentares, melhorias na biodisponibilidade do célcio (SAENZ et al., 2009), anticancer
(KORBELIK; COOPER, 2007) e propriedades imunomodulatérias (BEIRAO-DA-COSTA et
al., 2013; BUSTOS-GARZA; YANEZ-FERNANDEZ; BARRAGAN-HUERTA, 2013). Além
dos beneficios relacionados a saude, a inulina possui baixa capacidade de hidrdlise e, permite
assim, a preparacdo de microcapsulas resistentes a variagdes de pH (DIMA et al., 2016). Esta
propriedade sugere que a inulina é adequada para a protecdo de compostos bioativos que sao
suscetiveis a degradacdo ao longo do trato digestivo humano, uma vez que sua liberagéo ocorre
apenas no intestino, onde sdo absorvidos (BEIRAO-DA-COSTA et al., 2013). A inulina em
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mistura com a 4gua demonstra propriedades similares a gordura, sendo um potencial substituto
(O’BRIEN et al., 2003; ZIMERI; KOKINI, 2002).

A pectina é um polissacarideo anidnico solivel em agua, obtido a partir da casca de
frutas citricas e macds (MENDANHA et al., 2009). A estrutura da pectina € um esqueleto
anidnico de polissacarideo de acidos d-galacturonicos a-1, 4 ligados (CHAN et al., 2017), e
pode produzir uma emulsdo estavel a uma concentracdo entre 1% e 2%.

Em particular, a pectina, € um polimero natural que pode potencialmente formar
microcapsulas biocompativeis por causa de sua propriedade de gelificacdo, formando uma
“caixa de ovos” por meio de interagdes eletrostaticas entre os anions carboxilatos nos cations
de pectina e célcio (DENG et al., 2008; JONASSEN et al., 2013). A "gelificacdo da caixa de
ovos" ajuda a pectina a formar um hidrogel sélido em uma solucdo aquosa sem nenhuma
substancia perigosa. Além disso, a pectina € um material adequado para capsulas de
administracdo de agentes cosméticos devido ao seu efeito anti-oxidativo e desempenho de
hidrogel, o que proporciona uma reten¢do de umidade para fornecer e manter a umidade, e a
sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Pesquisas mostraram que a pectina pode
maximizar a estabilidade de alguns agentes ativos por causa de seu efeito antioxidante (RO et
al., 2015). As propriedades funcionais de uma pectina estéo relacionadas a estrutura da pectina
(WICKER et al., 2014), que € amplamente impactado pelo método de extracdo. No entanto,
ainda hé falta de informacdes claras sobre a relacdo entre estrutura/funcgéo e extracao.

Uma matriz encapsulante com multiplos polimeros tem sido favorecida, pois pode
melhorar as propriedades fisicas das microcapsulas, aumentar a eficiéncia do encapsulacéo e
reduzir o custo (FANG; BHANDARI, 2011; SANSONE et al., 2011). Desta forma, a utilizacéo
de IPS, inulina e pectina, podem contribuir para maior protecdo e viabilidade de probioticos

microencapsulados por spray dryng durante aplicacdo e armazenamento.

2.5 Queijo Minas Padréo

Uma variedade de alimentos contendo probi6ticos foi desenvolvida e esta disponivel no
mercado, como iogurtes, bebidas lacteas, sorvetes, entre outros (KANDYLIS et al., 2016;
ROUHI; SOHRABVANDI; MORTAZAVIAN, 2013; TURKMEN; AKAL; OZER, 2019). No
entanto, os laticinios se destacam como principal veiculo de probioticos porque esses produtos
tém sido tradicionalmente fonte de bactérias acido-laticas, com propriedades funcionais
potenciais (HALLER et al., 2001; RUIZ et al., 2016; TAMANG et al., 2009).

Entre os laticinios, 0 queijo se destaca por conter bactérias probidticas que protegem
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esses microrganismos durante sua passagem pelo trato gastrointestinal (CRUZ et al., 2009).
Essa protecdo resulta em maior eficacia probidtica quando os queijos sdo usados como veiculos
de bactérias probioticas (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010). Esses queijos sdo
produzidos no estado de Minas Gerais e incluem os tipos moles (ou seja, Frescal), semiduros e
duros (Padrdo, Meia-cura, Serro, Canastra, etc.).

O queijo Minas Padrédo € um queijo prensado, curado, semiduro, seco, firme, com casca
fina e amarela, de cor branca cremosa por dentro, com olhos irregulares, de sabor leve e de
baixa acidez amplamente consumido no Brasil (FURTADO; LOURENCO NETO, 1994,
TEIXEIRA; FONSECA, 2008). E um produto que requer refrigeragdo durante o
armazenamento e comercializacdo, pois temperaturas mais altas podem diminuir sua qualidade
(OLIVEIRA, 1986). O fluxograma de producdo do queijo tipo Minas Padrdo pode ser
observado na (FIGURA 5).
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Figura 5 - Fluxograma de fabricacdo dos queijos tipo Minas Padrdo com adicdo de
microparticulas contendo Lactobacillus acidophilus LA 14,
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Fonte: Do autor (2020).

Considerada como uma das mais relevantes etapas de fabricacéo de queijos, a maturacao

se expressa pela acdo de fungos, leveduras, bactérias laticas e suas respectivas enzimas, por
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meio de bioprocessos que permitem diferenciar os queijos quando sdo terminados. Este estagio
depende de cada queijo que se deseja produzir, levando-se em consideracdo que o tempo, para
esta fase, baseia-se nas condicdes ambientais e no substrato proporcionado a cada tipo de
microrganismo envolvido no processo (AMIOT, 1991; FURTADO, 2003).

Sistema complexo de cura, também, define o processo de maturacao, pois varios saos
os fatores que compdem este mecanismo, tais como tempo, temperatura, composicao do ar e
do substrato, aléem da umidade e sal. Por conseguinte, a interacdo deliberada a todos estes
agentes com o microrganismo alvo, define as qualidades sensoriais e fisicas do queijo em seu
ponto de comercializagdo (LOURENCO NETO, 2013).

Orddnez (2005), definiu os processos bioquimicos como sendo responsaveis por
modificagcdes importantes as caracteristicas presentes no produto final. Atributos como aroma,
sabor, e textura sdo pontos diretos da interacdo complexa do substrato nutritivo presente no
alimento, microrganismos e seus metabolitos, resultando em uma série de tipos deste produto.

E conhecido que o sabor, também seja acentuado durante a etapa final de maturagéo,
sendo esta caracteristica recorrente da acdo enzimatica, degradacdo de proteinas, gordura e
lactose, manifestando o desenvolvimento de inimeros compostos volateis que contemplam na
harmonizacdo do sabor caracteristico dos queijos, os quais dependem de forma direta, do teor
de cada componente do leite e sua origem, além de fatores como tempo e qualidade de
maturacdo a que é submetido (KOPPEL; CHAMBERS, 2012).

O periodo de maturacdo determina o periodo em que as intera¢fes bioquimicas estardo
em plena acdo, o que reflete diretamente na preferéncia do consumidor que tem autonomia de
escolha desde a predilecéo sensorial, bem como o valor agregado ao produto final. O tempo de
maturacdo distingue os consumidores em grupos distintos, ou seja, quanto mais extenso o
periodo de maturacdo, de 30 a 45 dias, mais intensas serdo as caracteristicas que definem o
queijo que apresenta massa mole e residuo de amargor. Por outro lado, caso a maturacao seja
limitada entre 10 a 15 dias, as caracteristicas sensoriais sd0 mais suaves, 0 que, muitas vezes,
agrada mais ao paladar do consumidor brasileiro (RIBEIRO, 2012).

Além de proporcionar o desenvolvimento de sabor e aroma, as mudangas decorrentes
do periodo de maturacdo atribuem a massa caracteristicas distintas de aspecto, textura e
composigéo final dos queijos, garantindo, assim, um produto terminado de qualidade diante do
aspecto sensorial (LOURENCO NETO, 2013).

2.5.1 Caracteristicas sensoriais em queijos
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Vaérios fatores influenciam as caracteristicas sensoriais dos queijos. Dentre eles,
destacam-se a composi¢cdo microbioldgica e quimica do leite, principalmente para 0s queijos
elaborados com leite cru (RINCON et al., 2017).

O queijo tem bom potencial para carrear microrganismos probidticos para o intestino
humano, e a produgdo de queijos probidticos com caracteristicas sensoriais aceitaveis ou
satisfatorias € alcancavel (KARIMI; SOHRABVANDI; MORTAZAVIAN, 2012). Além disso,
0s probidticos adicionados ao queijo produzem amplo espectro de enzimas capazes de afetar o
perfil bioquimico de proteinas, lipidios e fragdes de carboidratos em alimentos, como queijos,
por meio da protedlise, lipdlise e glicolise, influenciando no desenvolvimento da textura, sabor
e aroma (ALBENZIO et al., 2013). Para isso, as cepas devem permanecer Vidveis e estaveis
durante o processamento desses alimentos e ao longo de sua vida util para que continuem a
contribuir para os atributos sensoriais do produto final (DOS SANTOS et al., 2015). Tais
contribui¢es devem ser levadas em consideragdo no desenvolvimento de novos alimentos
probidticos, uma vez que a qualidade sensorial impacta diretamente em sua aceitacao pelos
consumidores (AINSLEY REID et al., 2007; COMAN et al., 2012).

A analise sensorial apresenta métodos e objetivos normatizados pela Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas — ABNT (1993), que a define como a disciplina cientifica usada
para evocar, medir, analisar e interpretar reacdes das caracteristicas dos alimentos e materiais
como séo percebidos pelos sentidos da viséo, olfato, gosto, tato e audigéo.

A satisfacdo do consumidor é um dos principais alvos, quando se refere a qualidade de
alimentos, pois é quem dita a comercializacdo e lucros da empresa promotora. O proprio
consumidor determina os parametros que serdo aplicados na resolugéo qualitativa do alimento,
0 que exprime em novas estratégias de marketing, garantindo, assim, a competitividade do
produto e reforcando a importancia da analise sensorial, que abre méo de diversas metodologias
gue investigam de forma detalhada as principais respostas dos provadores (MINIM, 2006).

De forma natural, como toda analise, sdo necessarios rigor e parametros quando existe
0 objetivo de conhecer, estudar e avaliar determinado produto. Provadores com sensibilidade e
capacidade para distinguir e reproduzir sensacfes sdo meios imprescindiveis, na analise
sensorial, apresentando grande importancia para a autenticidade dos resultados (ORVALHO,
2010).

Vérios sdo 0os metodos para avaliacdo sensorial, desenvolvidos, a partir de abordagens
diversas, que vao desde testes discriminativos em que as diferengas existentes entre duas ou
mais amostras sdo avaliadas com pontualidade; afetivos, em que o consumidor, de forma geral,

é ferramenta singular para a aquisicdo de respostas em relacdo a sua preferéncia por cada
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amostra e 0s testes descritivos, que em conjunto descrevem e quantificam as peculiaridades
sensoriais das amostras apresentadas ao consumidor (DRAKE, 2007).

Os métodos sensoriais descritivos permitem a deteccdo, a descricdo e a quantificacdo
dos atributos sensoriais presentes em um alimento. Estes métodos sao utilizados pela industria
de alimentos no desenvolvimento de novos produtos, no controle de qualidade, nas alteragdes
de ingredientes e/ou formulacGes e na avaliagdo de produtos durante a estocagem. Porém, a
maioria das técnicas descritivas existentes necessita da utilizacdo de avaliadores treinados e
emprega uma escala nao estruturada para avaliar os produtos. Isto torna as analises demoradas
e com custo elevado, devido as exaustivas sessdes de treinamento para que os problemas com
0 uso das escalas sejam minimizados.

Em resposta as limitacdes da andlise descritiva classica, varias metodologias vém sendo
estudadas como alternativa a analise descritiva convencional, como a técnica CATA
(Check-All-That-Apply). Esta metodologia ndo necessita de treinamento e pode ser realizada
por avaliadores treinados ou n&o treinados. S&o baseadas: i) em descrigdes verbais de produtos,
permitindo que os avaliadores usem linguagem propria na descricdo dos atributos; ii) na
semelhanca ou diferenca entre os produtos (a verbalizacdo destas diferencas ocorre apenas em
uma segunda etapa ou tais diferencas podem mesmo ser omitidas), e iii) na comparacdo dos
produtos individualmente ou com um conjunto de referéncias (VALENTIN et al., 2012).

2.5.2 Analise de CATA e teste de aceitacdo

A metodologia (CATA) Check-All-That-Apply é a técnica que mais vem sendo utilizada
para coletar informacdes sobre a percep¢do dos consumidores sobre as caracteristicas sensoriais
dos produtos. O formato das questbes CATA permite aos consumidores escolher todos os
atributos possiveis para descrever o produto, a partir de uma lista apresentada. De acordo com
Dooley et al. (2010), os termos desta lista podem ser gerados por um painel de avaliadores
treinados ou por um grupo de consumidores, ao testar o produto (por exemplo, em um grupo
focal). Além disso, os descritores ndo sdo limitados.aos atributos sensoriais do produto, mas
também podem estar relacionados ao uso do produto ou ao conceito em que se encaixam. Como
as respostas CATA estdo diretamente ligadas & percepcao dos consumidores das caracteristicas
do produto, essas respostas podem ser utilizadas como dados suplementares, para maximizar a
aceitacdo dos produtos. Ares et al. (2014) investigaram a reprodutibilidade do questionario
CATA na caracterizagdo sensorial de diferentes produtos, através da introdugdo de uma

segunda sessdo de avaliacdo. Em todos os estudos, 0s mesmos consumidores avaliaram o



27

mesmo conjunto de amostras sob condicGes idénticas, nas duas sessdes. O estudo revelou que
a técnica mostrou-se, de uma forma altamente reprodutivel, bastante capaz de detectar
diferencas e caracterizar os diferentes produtos, confirmando pesquisas anteriores
(BRUZZONE; ARES; GIMENEZ, 2011; JAEGER et al., 2013; LADO et al., 2010).

A metodologia CATA ¢ descrita como eficiente para descrever e discriminar os
produtos, sendo suas principais vantagens a simplicidade, e a rapidez com que as analises séo
efetuadas. Estudos que comparam sua eficiéncia em relacdo ao uso de avaliadores treinados
relatam altas correlacdes detectadas entre as avaliacGes, evidenciando que os consumidores séo
capazes de avaliar os atributos sensoriais de uma forma semelhante (ARES et al., 2010;
BRUZZONE; ARES; GIMENEZ, 2011). Sua principal limitacdo, segundo Dooley et al.
(2010), reside no fato de ndo serem medidas as intensidades dos atributos apresentados na lista.
Por causa disso, em comparacdo com outras técnicas, pode apresentar menor poder de
discriminacdo (ANTUNEZ et al., 2017), principalmente quando as amostras possuem
diferengas sutis nas intensidades dos atributos.

A discriminacgdo entre as amostras é verificada através da aplicacdo do teste estatistico
Q de Cochran, amplamente utilizado nos dados de frequéncia dos atributos da lista CATA, para
inferéncia das diferencas dos produtos por atributo (CASTURA et al., 2014). Além disso, a
técnica requer um grande nimero de consumidores. Embora ndo haja investigacéo suficiente
que indigue um nimero adequado de participantes, um estudo com relevancia estatistica deve
provavelmente considerar o uso de 100 consumidores ou mais.

Outro fato que deve ser observado é a escolha e 0 numero dos termos que irdo fazer
parte do questionario CATA. Hughson e Boakes (2002) mostraram que o fornecimento de uma
lista curta, em vez de uma lista maior, para descrever um conjunto de vinhos, levou a descri¢des
mais eficientes. A fase final do teste CATA consistiu em avaliar a aceitacdo da impressdo geral
através de uma escala heddnica ndo estruturada de 9 cm onde a extremidade da esquerda foi
denominada com o termo "ndo gostei muito”, na direita com "gostei muito” e no centro
correspondeu a "indiferente” a amostra (STONE; SIDEL, 1985).

As notas das amostras foram obtidas medindo-se, com o auxilio de uma régua, as
marcagdes feitas pelos avaliadores considerando a esquerda 0 cm e a direita 9 cm.

Para comprovar se havia diferenga entre as amostras, avalia-se os resultados do atributo
sensorial (impressdo global) obtidos no teste de aceitacdo por meio da analise de variancia
(ANOVA) ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05), seguido pelo teste de Tukey para
comparacao de médias (SOUZA et al., 2013).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A técnica de spray drying é considerada uma opcéo eficiente e muito versatil, pois
envolve varias areas de conhecimento, como a inddstria farmacéutica, cosmética e alimenticia.
Na industria de alimentos € muito utilizada para proteger materiais bioativos sensiveis ao
oxigénio, pH extremo, luz, enzimas e altas temperaturas de armazenamento. Essa protecao se
deve a combinacdo das propriedades presentes nos materiais de parede, garantindo desta forma
a eficiéncia de processo de microencapsulacao.

A proteina isolada de soro e a inulina sdo polimeros comumente utilizados como
materiais de parede em processos de microencapsulacdo por spray drying, oferecendo
propriedades fundamentais na conservacdo e manutencdo de microrganismos probidticos
microencapsulados durante o armazenamento e sua posterior aplicacdo. O uso desses materiais
microencapsulados aplicados na elaboragédo de novos produtos alimenticios funcionais vém
crescendo nos ultimos anos, sendo visto como um mercado em ascensdo, tendo em vista a
preocupacdo do consumidor em adquirir alimentos que possam trazer beneficios a salde sem
comprometer as caracteristicas sensoriais peculiares do alimento original.

Dentro deste contexto, existe uma infinidade de aplicagdes dessas microparticulas
bioativas na elaboragdo de alimentos funcionais, bem como no melhoramento das suas
propriedades organolépticas. O queijo é um alimento que oferece excelentes condigdes para
microrganismos probidticos e capaz de melhorar a viabilidade das células probioticas

microencapsuladas durante o processo de maturacdo do queijo.
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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar as caracteristicas fisicas, morfoldgicas, viabilidade
probidtica e resisténcia a condicbes gastrointestinais simuladas das microparticulas contendo
Lactobacillus acidophilus LA14. As microparticulas foram produzidas com isolado proteico de
soro (IPS) e inulina (IN). Foram avaliados 4 tratamentos em delineamento totalmente
casualizado contendo diferentes concentracdes de IPS e IN, além da adi¢do de pectina fixada a
2%, com duas repeticbes. A inulina atuou como espessante aumentando a viscosidade da
emulsdo (1.2053 < k < 2.0565). Os melhores tempos de reconstitui¢do foram obtidos nos
tratamentos com maior concentracdo de inulina. A solubilidade dos pds foi diminuida nos
tratamentos contendo inulina. Os produtos obtidos caracterizam-se por baixa umidade e
atividade de agua. A eficiéncia de encapsulacdo foi influenciada pela substituicdo parcial do
IPS por IN, onde o melhor resultado (96,12%) foi encontrado no tratamento com maior
quantidade de inulina, IPS/IN (1:2). O tamanho de particula aumentou em maiores
concentragdes de inulina: ds2 (6,98 a 12,79 um) e dsz (9,03 a 14,89 um). As analises de raio-X
mostraram materiais com estruturas semelhantes, mas com formacdo de pequenas zonas
cristalinas nos tratamentos com maior quantidade de inulina. A combinacao IPS/IN (1:2), foi
eficiente para proteger o microrganismo durante o processo de secagem, sem afetar a
viabilidade da célula microencapsulada, apresentando potencial para uso em aplicacdo e
elaboracéo de alimentos funcionais probidticos.
Palavras-chave: Secagem, Probidticos, Viabilidade celular, Reologia, Resisténcia,

Gastrointestinal.
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Abstract

This work aimed to evaluate the physical, morphological, probiotic viability and
resistance to simulated gastrointestinal conditions of microparticles containing Lactobacillus
acidophilus LA14. The microparticles were produced with whey protein isolate (WPI) and
inulin (IN). Four treatments were avaluated in a completely randomized design containing
different concentrations of WPI and IN, besides the addition of pectin fixed at 2%, with two
replications. The inulin acted as a thickener, increasing the viscosity of the emulsion (1.2053 <
k < 2.0565). The best reconstitution times were obtained in treatments with the highest
concentration of inulin. The solubility of the powders decreased in treatments containing inulin.
The products obtained are characterized by low humidity and water activity. The encapsulation
efficiency was influenced by the partial replacement of the WPI by IN, which the best result
(96.12%) was found in the treatment with the highest amount of inulin, WPI/IN (1:2). The
particle size increased in higher inulin concentrations: ds» (6.98 to 12.79 um) and dsz (9.03 to
14.89 pum). The X-ray analysis revealed materials with similar structures, however with the
formation of small crystalline zones in treatments with a greater amount of inulin. The
combination WPI/IN (1:2), was efficient to protect the microorganism during the drying
process, without affecting the viability of the microencapsulated cell, presenting potential for
using in application and preparation of probiotic processed foods.
Keywords: Drying, Probiotics, Cell viability, Rheology, Resistance, Gastrointestinal.
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1. Introducgéo

O interesse do consumidor por alimentos funcionais aumentou nos ultimos anos, devido
a presenca de compostos biologicamente ativos que fornecem beneficios a saude, seja no
tratamento ou prevencdo de doencas (Vivek et al., 2020). Dentre eles, estdo os alimentos
contendo culturas probiéticas, consideradas suplementos microbianos que agregam valor
nutritivo e terapéutico aos alimentos (Arepally & Goswami, 2019). Os microrganismos de
maior importancia sdo as bactérias do acido latico (Linares et al., 2017). As espécies
pertencentes ao género Lactobacillus sdo os probidticos mais estudados para incorporacéo em
alimentos e tém sido amplamente utilizados como ingredientes ativos em produtos lacteos
funcionais (Meira et al., 2015; Amiri et al., 2019).

Recomenda-se que os alimentos contendo bactérias probidticas apresentem contagem
de 108 a 10° unidades formadoras de coldnias (UFC)/g antes da ingestdo. Visando garantir que
10° - 10" UFC/g cheguem ao intestino, mais precisamente, ao colon, onde podem proporcionar
efeito benéfico sobre disturbios e infeccdes intestinais (Nazzaro et al., 2009). No entanto, a
maioria dos probidticos ndo possuem a capacidade de sobreviver em grandes quantidades
devido aos baixos valores do pH (igual a 2) no suco gastrico e/ou contato com oxigénio
molecular contido nos tecidos das matrizes alimenticias. Dessa maneira, novas técnicas para a
incorporacgdo de bactérias probidticas em alimentos estdo sendo estudadas.

O processo de microencapsulacdo por spray drying é um processo pelo qual ocorre a
secagem rapida de uma emulsdo que contém misturas de polimeros naturais chamados de
matérias de parede. Esses matérias possuem propriedades distintas, onde, ao entrar em contato
com o ar quente, forma uma camada fina que ird proteger o material bioativo disperso na
emulsdo, chamado de material do nucleo.

A microencapsulacdo é uma tecnologia amplamente conhecida por melhorar a
estabilidade e a protecédo fisica dos probidticos em matrizes alimenticias, garantindo a sua
viabilidade. Além disso, a industria de alimentos vé a microencapsulagdo como um método de
acrescentar valor aos seus produtos e se destacar no mercado (Silva et al., 2019). O uso de
microparticulas na elaboracdo de sistemas particulados estdo se tornando cada vez mais
relevantes gracas ao seu potencial de aplicacdo em varias areas, tais como reten¢éo de nutrientes
e liberacdo controlada, revestimentos, materiais para embalagem e complexos emulsionados.
Entre os materiais de parede, o isolado proteico de soro de leite é descrito como um material
favoravel a encapsulacdo de probioticos, considerando que é derivado de um subproduto da

industria de laticinios, possui baixo custo e alto valor nutricional (llha et al., 2015).
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Outro material atualmente usado para proteger as bactérias probioticas € a inulina, um
oligossacarideo do tipo frutano, encontrado em uma ampla variedade de plantas, reconhecido
como um composto prebidtico. E uma fibra fermentavel que ndo pode ser digerida pelas
enzimas do trato gastrico, estimulando seletivamente o crescimento de bactérias benéficas do
célon (Nunes et al., 2018; Pinto et al., 2015). A combinagdo de prebidticos com probidticos,
conhecida como simbiose, mostrou potencial na melhora da proliferacdo probiotica no intestino
e ajuda na modificagdo da comunidade intestinal (Ozer et al., 2005).

O comportamento de pegajosidade limita a aplicacdo de frutooligossacarideo (FOS),
principalmente devido a sua baixa temperatura de transi¢do vitrea, a qual aumenta a aderéncia
durante a secagem por pulverizagcdo, baixando o rendimento do processo, dentre outras
consequéncias. Este problema pode ser minimizado com a introducao de agentes de alto peso
molecular (Adhikari et al., 2009), tais como IPS, e outros carboidratos de alto peso molecular.
Além disso, estudos tém demonstrado que a adi¢do de proteina aumenta a viscosidade das
solucBes ricas em acgucar devido as suas propriedades de superficie e de formacao de filmes
(Adhikari et al., 2009). As proteinas sdo os emulsificantes preferidos em muitos sistemas
alimentares devido ao seu carater anfifilico, embora as proteinas por si s6 possam ser
inadequadas para atender a todos 0s requisitos para proporcionar estabilidade estendida as
emulsdes (Pereira et al., 2019).

Em complemento, a pectina é um polissacarideo com carga negativa encontrada nas
paredes celulares das plantas terrestres (Mohnen, 2008). Tem sido usada no processo de
microencapsulacdo como material de parede devido a sua propriedade de gelificacdo (Noh et
al., 2018), bem como, possui uma estrutura polieletrolitica anidnica linear que oferece grande
potencial como estabilizador de emulsdes (Aberkane et al., 2014). Diante deste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas fisicas, morfoldgicas, viabilidade probi6tica
e resisténcia & condicBGes gastrointestinais simuladas das misturas poliméricas contendo
proteina do soro de leite (IPS), inulina (IN), e pectina (P) na microencapsulacdo de
Lactobacillus acidophilus LA14 por spray drying.

2. Material e Métodos

2.1. Materiais

Isolado proteico de soro de leite (91% de proteina — IPS 9410, Hilmar Ingredients,

Texas, EUA); inulina (grau de polimerizacdo > 13, Orafti®HP, Beneo - Orafti, Tienen,
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Bélgica), e pectina (Newsletter, Sdo Paulo, Brasil) foram usados como materiais de parede. As
enzimas o-amilase suina, lisozima, lipase gastrica, sais biliares, lactase, pancreatina e tripsina

foram adquiridas da Sigma Aldrish (S&o Paulo, Brasil).

2.2. Delineamento experimental e analise estatistica

O processo de encapsulacao foi avaliado quanto as formulac6es produzidas utilizando
misturas de materiais de parede em diferentes proporcdes, sendo a concentracdo de pectina de
2% (peso/peso) fixada em todos os tratamentos. O delineamento experimental, realizado em
duplicata, € mostrado na Tabela 1. As respostas foram analisadas por meio de analise de

variancia e teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 1
Delineamento experimental para as misturas dos biopolimeros de parede.

Isolado proteico de

Formulacdes soro (IPS) Inulina (IN)
IPS 20,00 0,00
IPS/IN (2:1) 13,33 6,67
IPS/IN (1:1) 10,00 10,00
IPS/IN (1:2) 6,67 13,33

2.3. Microrganismo, manutencéo e padronizacgéo do inoculo

Lactobacillus acidophilus LA14 isolado do alimento funcional Prolive (Aché
Laboratorios Farmacéuticos S.A, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil) e mantido no laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA, foi utilizado
neste trabalho. A cepa mantida em estoque congelada foi reativada em caldo RMS
(Man, Rogosa & Sharpe) a 37°C/12h, seguido por trés repicagens consecutivas em caldo MRS
e incubacéo a 37°C por 16h. Apds ativacdo, a cultura foi centrifugada a 7100 x g, por 5 min, 0
pellet lavado duas vezes com agua estéril e ressuspendido em solucéo salina (0,85%). A cultura
foi padronizada por curva de crescimento, sendo realizado o acompanhamento da absorbancia
(D.O. 600nm) da cultura em caldo MRS e plaqgueamento em agar MRS, ambos incubados a

37°C. A suspensdo foi padronizada em cerca de 10° UFC/MI.
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2.4. Preparo das emulsdes de alimentagéo

As solucdes de alimentagdo foram preparadas segundo Fritzen-Freire et al. (2012), com
modificacdes. Todas as solucbes de alimentacdo foram homogeneizadas em agua destilada
estéril e os materiais de parede foram previamente esterilizados em luz UV por 25 min,
sobrepostos em camadas finas de 4 mm. Apds a esterilizagdo dos materiais da solucdo de
alimentagio, a biomassa bacteriana (10° UFC/mL), previamente centrifugada e resuspendida
em solucéo salina (0,85%), foi adicionada em um frasco contendo 700 mL em cada solucéo de

alimentacéo.

2.5. Reologia

O comportamento reoldgico das emulsfes contendo as suspensfes de bactérias foi
determinado a 20°C em re6metro rotacional de cilindros concéntricos Brookfield (DV 111 Ultra
model, Brookfield Engineering Laboratories, Stoughton, USA), utilizando o spindle SCA-25.
Para a estabilizacdo da temperatura, um banho termotastico Brookfield (EX 200 model,
Brookfield Engineering Laboratories) foi acoplado ao cilindro encamisado. Cada amostra foi
submetida a uma rampa crescente de taxa de deformacdo (0 a 55 s!), durante 7 min de ensaio,
sendo tomados 14 pontos. Os modelos Lei de Newton (Eqg. 1), Lei da Poténcia (Eq. 2) e
Herschel-Bulkley (Eq. 3) foram ajustados aos dados experimentais (curva de fluxo) por meio
do software Statistical Analysis System (SAS University Edition, Cary, USA, 2016).

o =uy 1)
o =ky" @)
o = g,+kj" (3)

Em que o € a tensdo de cisalhamento (Pa), 7 6 ataxa de deformacédo (s™!), u é a
viscosidade Newtoniana (Pa-s), k é o indice de consisténcia (Pa-s"), n é o indice de
comportamento de fluxo (adimendional), e o, é a tenséo inicial de escoamento (Pa). Os graficos
foram plotados a partir do SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., California, USA, 2008).
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2.6. Microencapsulacao por Spray Drying

Lactobacillus acidophilus (10° UFC/mL) foi microencapsulado em spray drying de
escala piloto (MSD 1.0; Labmag do Brasil, Ribeirdo Preto, Brasil), operando em temperatura
constante de entrada de ar de 110°C e temperatura de saida entre 63 e 65°C, de acordo com 0s
parametros utilizados por Fritzen-Freire et al. (2012) com algumas modificagdes. As solucbes
de alimentagbes foram mantidas sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
(aproximadamente 26°C) e alimentadas na camara principal através de uma bomba peristaltica,
com fluxo de alimentacdo de 0.5 L.h! (JAFARI et al., 2008) e fluxo de ar comprimido de 40
L.m™. As microparticulas resultantes foram coletadas na base do ciclone e estocadas em frasco

estéril selado e mantidos a 4°C (Castro-Cislaghi et al., 2012).

2.7. Caracterizacao das microparticulas

2.7.1. Propriedades de reconstituicéo

A molhabilidade dos p6s foi determinada utilizando o método de Fuchs et al. (2006)
com algumas modificacfes. As amostras em pé (0,1 g) foram espalhadas sobre a superficie de
um béquer contendo 100 mL de agua destilada a 20°C sem agitacdo. O tempo necessario até
gue a ultima particula de p6 afundasse ou se molhasse foi usado para a comparacao da extensdo
de molhabilidade entre as amostras.

A solubilidade dos p6s em agua fria foi avaliada com base no método proposto por
Cano-Chauca et al. (2005) com algumas modificacdes, em que 10 mL de &gua destilada foram
medidos e transferidos para um béquer de 50 mL. Uma amostra do produto microencapsulado
(2,0 g) foi pesada e adicionada ao béquer contendo &gua e sob agitacéo a baixa velocidade por
2 min. O material foi transferido para um tubo de centrifuga de 50 mL e centrifugada a 7100 x
g por 5 min. Uma aliquota (5 mL) foi retirada do sobrenadante, transferida para uma placa de
petri e seca em estufa a 105°C por 5 h. A solubilidade em &gua fria foi calculada de acordo com
aEq. (4):

Sol (%) = massa de sélido do sobrenadante (g) X 2 < 100 A
oLt = massa da amostra (g) S
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2.7.2. Teor de umidade e Atividade de 4gua (aw)

O teor de umidade dos pos foi determinado pelo método da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2007). A porcentagem de perda de peso ap0s a secagem, em
estufaa 105°C, até peso constante foi obtida, e o teor de umidade (%) foi calculado. A atividade
de &gua foi determinas usando o equipamento Aqualab (3TE, Decagon Devices, S&o José dos

Campos, SP, Brasil).

2.7.3. Eficiéncia de encapsulagdo de Lactobacillus acidophilus

A bactéria encapsulada foi liberada de acordo com Kim et al. (2008) com algumas
modificagdes. O p6 microencapsulado (1 g) foi resuspendido em 9 mL de 4gua peptonada
(0.001%) seguido por homogeneizagdo por 5 min em agitador magnético. A contagem de
células viadveis foi determinada pelo plaqueamento em profundidade em agar MRS, com
sobrecamada. As placas foram incubadas a 37°C/48h usando gerador de anaerobiose
(Anaerobac, Probac, Sdo Paulo, Brasil), e o resultado foi expresso em Log de unidade
formadora de coldnia por grama (Log UFC/g). A eficiéncia de encapsulacdo (EE), que é um
critério para medir a influéncia do procedimento da encapsulacdo no nimero de células viaveis,
foi calculado segundo a Eq. (5):

EE = (N/No) x 100 (5)

Em que N é o nimero de células viaveis nas microcapsulas e No é o nimero de células

viaveis nas solucdes de alimentacdo (Picot & Lacroix, 2004).

2.7.4. Morfologia e tamanho de particula

A morfologia da superficie das microparticulas foi analisada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). As microparticulas foram fixadas em suporte de aluminio e em seguida,
foram submetidas & metalizaco com ouro até a espessura de 350 A sob vacuo (Baltec Sputter
Coater SDC-030, Balzers, Liechtenstein). As visualizacbes de amostras em varias ampliacfes
(x 110 — 12.000) foram feitas com um escaneamento microscopio eletronico (LEO Evo 40,
Tokyo, Japan) com aceleracdo de 15 kV Voltagem.

O tamanho das particulas foi avaliado por meio das imagens obtidas, de modo a varrer

toda a amostra e obter um resultado representativo. As imagens de microscopia eletrénica foram
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analisadas segundo metodologia descrita por Frascareli et al. (2012) com algumas
modificacBes. Assim, foram medidas 100 microparticulas de cada imagem das amostras com o
auxilio do software Zeiss. A partir das determinaces, realizou-se o calculo do didmetro médio
superficial das gotas ds» (didmetro de Sauter) e o didmetro médio volumétrico utilizando as Egs.

(6) e (7), respectivamente. Em que n; é o nimero de goticulas de didmetro d;.

Y mds

dyy = —m8— 6

2SS (6)
Y ndi

dyz = —113 (7)
) n; d;

2.7.5. Difratometria de raio-X

As microparticulas foram colocadas em um suporte e cobertos com tampa de vidro. As
medidas foram realizadas usando difratdbmetro de raio-X (XDR-6000, Shimadzu, Kyoto,
Japan), aplicando radiacdo Cu-K a1 com um comprimento de onda de 1.54 A a 30 kV e 30 mA.
As amostras foram analisadas em angulos de 4 a 40° em 2 h com incremento de 0,02° (1,2°
min) (Kawai et al., 2011; Ronkart et al., 2009).

2.7.6. Viabilidade das células de Lactabacillus acidophilus encapsuladas durante estocagem

A viabilidade de Lactobacillus acidophilus foi monitorada durante 120 dias de
armazenamento das microcapsulas a 7, 15 e 25°C, utilizando estufas tipo (B.O.D, Eletrolab,
Sdo Paulo, Brasil) com controle de temperatura (Kim et al., 2008). Amostras (1 g) foram
coletadas a cada 15 dias e dissolvidas em 9 mL de agua peptonada (0,1%), seguido de
homogeneizacdo por 5 min em agitador tipo vortex e plagueamento em profundidade em meio
MRS &gar com sobrecamada. Para a contagem de células viaveis, a incubacdo foi feita a
37°C/72h (B.O.D Eletrolab, Sao Paulo, Brasil) em anaerobiose (Anaerobac, Probac, Sao Paulo,

Brasil).

2.7.7. Exposicao das microparticulas contendo Lactabacillus acidophilus LA 14 as condic¢Ges

gastrointestinais simuladas in vitro
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Sucos digestivos artificiais foram elaborados conforme as metodologias adaptadas de
Crittenden et al. (2001), para avaliar a resisténcia das microparticulas probiéticas a digestao.
Todos os sucos digestivos foram esterilizados a frio através de filtro de 0,2 um. A saliva foi
preparada com 0,33 g/100 mL de a-amilase suina, e 0,25 g/100 mL de lisozima a pH 6,0. O
suco gastrico foi preparado com 0,32 g/100 mL de pepsina (mucosa géstrica suina), 0,20 g/mL
de lipase gastrica (pancreas de suino), e 0,02 g/100 mL de quimosinaa pH 1,2. O suco intestinal
foi preparado com 0,33 g/100mL de sais biliares, 0,25 g/100 ml de lactase e 0,25 g/100 ml de
lisozima, a pH 8,0. O suco pancreatico foi preparado com 0,83 g/100mL de pancreatina,

0,10 g/100 mL de tripsina, e 0,02 g/100 mL de lipase gastrica (pancreas de suino), a pH 8,0.

2.7.7.1. Digestéo in vitro

Os tratamentos foram preparados em cinco etapas. Primeiramente, colocou-se 1 g do pé
em 9 mL de saliva simulada e incubou-se a 37°C durante 5 min, quando foram acrescentados
10 mL de suco gastrico. Este foi deixado a 37 °C por dois tempos: 1 h e 3 h, simulando o tempo
em que o alimento é digerido no estbmago. Na terceira hora de digestdo, acrescentou-se 5 mL
de suco intestinal e 5mL de suco pancreatico, que permaneceram a 37 °C também por dois
tempos, totalizando 4 h e 8 h de digestdo. As amostras foram coletadas em duplicata nos
seguintes tempos: 5 min; 1 h; 3 h; 4 h; e 8 h diluidas em &gua peptonada (0,1%). Aliquotas de
1 mL das dilui¢bes adequadas foram transferidas para placas onde foi vertido em profundidade

com sobrecamada e incubacdo a 37°C por 72h em anaerobiose.

3. Resultados e Discussdo

3.1. Reologia

Dentre os modelos utilizados para descrever o comportamento reoldgico das emulsdes,
0 modelo Lei da Poténcia apresentou os melhores ajustes aos dados experimentais, com altos
coeficientes de determinacao (R?>0.9964) e baixos valores de erro do quadrado médio (RMSE
< 0.0802) (Tabela 2). O modelo Lei da Poténcia vem sendo extensivamente empregado em
aplicacdes préaticas de engenharia para descrever as propriedades de fluxo de liquidos nédo
Newtonianos como as suspensdes alimentares (Azarikia et al., 2017; Campelo et al., 2017,
Chalapud et al., 2018; Deswal et al., 2014; Junqueira et al., 2018; Silva et al., 2015).
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Tabela 2
Pardmetros reoldgicos obtidos para os diferentes tratamentos.

Lei da Poténcia
k n R2 RMSE

0,2780 + 0,7046 +
IPS 0,9964 0,0802
0,0475¢  0,03417

1,2053 + 0,6804 +
IPS/IN (2:1) 0.1470° 00263 0,9986 0,0447

15760 + 0,4609 +
IPS/IN (1:1) o16a0 oogsp 0988 00809

2,0565 + 0,3442 +
IPS/IN (1:2) ooosp oopess 0872 00788

Material de parede

Valores médios + desvio padréo; n = 2. Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na coluna
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p > 0.05). k = indice de consisténcia (Pa.s"); n = indice
de comportamento de fluxo (adimensional); R? = coeficiente de determinacdo; RMSE =
quadrado médio do residuo; IPS = isolado proteico de soro; IN = inulina.

Observa-se que todas as emulsdes apresentaram valores de n menores que uma unidade
(n < 0.7046), o que aponta o comportamento ndo Newtoniano dos tratamentos, sendo
caracterizados com tipico comportamento pseudoplastico (n < 1). Conforme descrito por Seth
et al. (2018), quanto mais distante do valor unitario mais o fluido se desvia do comportamento
newtoniano. Em adicdo, € verificado que houve diferenca significativa (p < 0.05) entre os
tratamentos em relacdo aos valores de k (Pa.s"), parametro diretamente relacionado com a
natureza viscosa de um fluido, uma vez que os valores de k geralmente aumentam com a
concentracdo de sdlidos soltveis (Junqueira et al., 2018; Saeidy et al., 2019). Portanto, o
comportamento reolégico das emulsdes foi influenciado pelo agente carreador sendo que a
presenca de inulina aumentou a viscosidade do fluido (1.2053 <k <2.0565). A literatura aponta
que a inulina pode ser um interessante agente de encapsulacdo, em razdo de possuir
consideraveis propriedades gelificantes devido a sua capacidade de ligagdo com a &gua, 0 que
proporciona sistemas coloidais mais viscosos e estaveis. A consisténcia do fluido dependera da
concentracdo utilizada, tamanho da cadeia molecular e do tipo de tratamento térmico, bem
como do processo de cisalhamento (Fernandes et al., 2017; Silva et al., 2015; Turchiuli et al.,
2014). Enquanto o IPS pode ser utilizado também como um estabilizador, uma vez que
apresenta menor influéncia sobre as propriedades reoldgicas das emulsdes (Samavati et al.,
2012).
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As Figuras la e 1b representam a relagéo entre as variacOes de tensdo de cisalhamento
(Pa) e viscosidade aparente (Pa-s) em funcdo da taxa de deformacdo (s™!), respectivamente. No
reograma, a tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacdo demonstrou uma
tendéncia ndo linear, isto €, seguem uma curva convexa, confirmando a pseudoplasticidade das

amostras (Fig. 1a). Um fluido pseudopléstico é aquele em que a viscosidade diminui quando a

taxa de deformacdo € aplicada (Fig. 1b).

Fig. 1. Comportamento reoldgico das emulsdes.
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3.2. Caracterizacdo das microparticulas

As propriedades fisicas das microparticulas probidticas secas por spray drying
formuladas com diferentes materiais de parede estdo apresentadas na Tabela 3.

O conhecimento das propriedades de reconstituicdo de sistemas particulados é
importante em produtos alimenticios, pois se torna possivel entender o seu comportamento
durante as etapas de processamento, acondicionamento, comercializacdo e chegada ao
consumidor final. A molhabilidade do pd ou a capacidade de microparticulas de absorver agua
desempenha papel significativo na dispersao e atua como precursor da dissolucao, caracteristica
fundamental para uma boa reconstitui¢cdo (Wu et al., 2019).

A mistura dos materiais de parede influenciou os valores para molhabilidade, onde os
melhores tempos ocorreram quando a inulina estava em maior quantidade, IPS/IN (1:1) e
IPS/IN (1:2). A baixa molhabilidade do p6 e a menor taxa de dissolucdo séo frequentemente as
principais causas da fraca reidratagéo de produtos microencapsulados (Ji et al., 2015; Wu et al.,
2019). As maiores concentracdes de IPS em mistura com inulina (IPS/IN (2:1)) resultaram no
aumento dos tempos de molhabilidade dos produtos microencapsulados quando comparados
aos demais tratamentos. Isto se deve ao alto nimero de grupos hidrofilicos (-OH) presentes na
molécula de inulina que aumentaram a capacidade de aderéncia das moléculas de agua na
superficie das microcépsulas (Fernandes et al., 2017). Além disso, é provavel que ocorreu uma
rapida migracdo da fracdo lipidica presente nas moléculas de proteina para superficie da
microparticula durante a secagem por spray drying devida a sua atividade superficial (Kim et

al., 2002), tornando a superficie hidrofébica e reduzindo a molhabilidade.
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Tabela 3
Caracterizacdo das microparticulas contendo Lactobacillus acidophilus LA14 produzidas nos diferentes tratamentos.
. . ) Eficiéncia de
Material de  Molhabilidade  Solubilidade Umidade Aw 3 ds2 daz
encapsulagdo
parede
(s) (%) (%) (%) (%) (nm) (um)
IPS 613 + 4° 39 £ 4P 3,98+0,7° 0,27 £0,2° 75,11+ 0,5° 6,98 £ 0,7 9,03 +1,4°
IPS/IN (2:1) 691 + 52 51+ 12 5,48 +0,7% 0,30 + 0,5° 85,27 +0,9° 10,82 + 0,9? 12,55 +0,7"
IPS/IN (1:1) 513 + 4° 53 + 32 6,00 £ 0,7%° 0,33+0,1° 83,96 +0,9° 11,22 + 1,92 12,09 +1,7°
IPS/IN (1:2) 489 + 3° 56 £ 42 7,89 £ 0,62 0,44 £ 0,12 96,12 £ 0,8? 12,79 £ 0,92 14,89 £ 0,82

Valores médios * desvio padrdo; n = 2. Médias seguidas de mesmas letras minasculas na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey (p > 0.05).
IPS = isolado proteico de soro; IN = inulina.
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Verificou-se ainda que, o produto microencapsulado com maior quantidade de inulina
IPS/IN (1:2) apresentou maior teor de umidade. De acordo com estudos feitos por (Buffo et al.,
2002), produtos microencapsulados com umidade mais elevada, podem contribuir para a
capacidade de molhamento ou absorcao de dgua, uma vez que o liquido penetra nos poros mais
facilmente. Para se obter um resultado eficaz durante a microencapsulagdo, € necessario um
material com boa solubilidade em agua (Mehyar et al., 2014), sendo o Gltimo estagio de
dissolucdo das microparticulas, considerado um aspecto determinante para a qualidade destes
produtos (Jayasundera et al., 2011a).

No geral, os tratamentos apresentaram solubilidade baixa em relacéo a outros produtos
microencapsulados utilizando inulina como material de parede na protecdo de probidticos (39
e 56%), resultado observado nos estudos feitos por Xavier et al. (2019). E provavel que a
presenca de pectina tenha influenciado a solubilidade das microparticulas, devido a sua
propriedade de gelificacdo, formando uma “caixa de ovos” por meio de interagdes eletrostaticas
entre os anions carboxilatos nos cétions de pectina e calcio (Deng et al., 2008; Jonassen et al.,
2013), bem como formando um hidrogel sélido em uma solucéo aquosa (Noh et al., 2018), que
resultou na reducdo da solubilidade em agua a temperatura ambiente. A utilizacdo da inulina
apresentou efeito significativo (p < 0,05) no aumento da solubilidade, considerando o carater
hidrofilico desse material.

Karimi et al. (2015) e Lépez-Castejon et al. (2019), afirmaram que a solubilidade em
agua da inulina é caracterizada por seus grupos hidroxila, que sdo mais propensos a interagir
com moléculas de agua do que outros grupos funcionais presentes em sua estrutura. E
importante notar que uma concentracdo mais alta de inulina ajuda na gelificagdo do IPS,
aumentando a atracdo entre as proteinas como resultado da hidratagdo da inulina (Glibowski &
Bochynska, 2006). Por outro lado, a capacidade das proteinas do soro de leite de se ligar a
varios compostos hidrofobicos e anfifilicos, como componentes aromatizantes, acidos graxos e
vitaminas, como relatado por Zhang et al. (2012) e Flores et al. (2014), podem ter contribuido
para diminuir a solubilidade das microparticulas em comparacdo com as formulagdes contendo
maiores concentrag0es de inulina. Resultados semelhantes de solubilidade (62%) foram
encontrados nos estudos de Kalita et al. (2018) na microencapsulacdo de Lactobacillus
plantarum, utilizando proporcdes variadas de maltodextrina, frutooligosacarideo (FOS) e
pectina.

O teor de umidade final do produto microencapsulado desempenha um papel importante
em seu escoamento, viscosidade e estabilidade durante o armazenamento (Moghbeli et al.,

2020). Houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos com maior concentracao
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de inulina e o tratamento que utilizou apenas WPI, onde o maior teor de umidade foi obtido
com o uso de inulina, em maior concentraacdo. Os produtos obtidos caracterizam-se por baixa
umidade e atividade de agua. Ananta et al. (2005), afirmaram que a variacdo do teor de umidade
entre 4 e 7 9.100g™* ¢ indicado para maximizar a estabilidade das microparticulas secas por
spray durante o armazenamento.

Microparticulas com baixos teores de umidade ndo apresentam formacdo de
aglomerados e, por outro lado, altos teores de umidade causam reducdes significativas na
temperatura de transicao vitrea diminuindo a estabilidade do produto. Em estudos realizados
por De Liz et al. (2020), a inulina contribuiu para maiores teores de umidade e atividade de
agua na microencapsulacdo de bifidobactérias utilizando soro de leite de cabra como outro
material de parede em pd. Isso ocorreu devido a maior afinidade da inulina pelas moléculas de
agua.

Em relacdo a eficiéncia de encapsulacdo, houve diferenca significativa entre os
tratamentos indicando que as combinacGes entre IPS e IN, adicionadas de pectina foram
eficientes na protecdo do Lactobacillus acidophilus LA14 durante o processo de secagem por
spray drying. O tratamento que apresentou melhor resultado para eficiéncia de encapsulacéo
(96,12%) foi IPS/IN (1:2). Resultados semelhantes (94,61%) para eficiéncia de encapsulacéo
de Lactococcus lactis subsp. lactis R7 foram encontrados por Rosolen et al. (2019) usando soro
de leite e inulina. Estes resultados se devem ao aumento da viscosidade da emulsdo e
consequente aumento da tensao interfacial, conforme resultados previamente discutidos nas
analises reoldgicas (Fig. 1) (Burgess & Sahin, 1998). O aumento da viscosidade da emulsdo até
um ponto relevante para um nivel 6timo pode aumentar a retencao, em virtude da reducéo das
circulagdes internas com goticulas semipermeaveis, ocorrendo rapida formacdo de membrana
(Jafari et al., 2008).

Estudos de Lépez-Castejon et al. (2019), mostraram um aumento significativo da
viscosidade em emulsdes contendo maiores concentracdes de inulina. Geralmente, quando um
polissacarideo ¢é adicionado em solugcbes pode-se observar um efeito espessante, ocasionando
em valores mais altos de viscosidade na propor¢do em que a concentragdo do polissacarideo é
aumentada. A presenga de pectina, pode ter auxiliado no aumento da viscosidade geral dos
tratamentos, uma vez que as interacdes eletrostaticas entre proteinas e polissacarideos
carregados podem resultar em complexos supramoleculares que séo capazes de combinar a
atividade superficial das proteinas com a capacidade dos polissacarideos de compor uma

camada dupla estabilizadora de espessura aumentada, melhorando assim a estabilidade da
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emulsdo, possibilitando melhores resultados na eficiéncia de encapsulacdo (Telis & Regina,
2019).

3.3. Morfologia e tamanho de particula

Observa-se na Figura 2 que as microparticulas apresentaram formato esférico, com leves
depressOes, tipicas de materiais secos por pulverizacdo (spray drying), nas quais ocorre o
encolhimento do material devido a rapida perda de 4gua durante os estagios iniciais de secagem
(Ré, 1998). Nao foram observadas rachaduras e poros aparentes na superficie das
microparticulas, o que é uma caracteristica positiva para melhorar a protecdo das células
probidticas, pois implica em menor contato com o oxigénio, luz e calor, além de garantir melhor

eficiéncia de encapsulacéo.

Fig. 2. Microscopia eletrnica de varredura das microparticulas contendo L. acidophilus LA14
produzidas com diferentes concentragdes de materiais de parede: IPS — (A), IPS/IN (2:1) — (B),
IPS/IN (1:1) — (C) e isolado proteico de soro e inulina IPS/IN (1:2) — D.

Observa-se a presenca da bactéria aderida (Fig. 2A e 2D) abaixo da superficie da
microparticula, mostrando que o processo de microencapsulacdo por spray drying conseguiu
promover uma camada de protecdo para as bactérias que ficaram aderidas nas extremidades da

microparticula, promovendo maior protecdo fisica aos microrganismos probidticos.
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Notou-se ainda que a adi¢do de inulina aumentou o didmetro das particulas (Tabela 3),
onde o maior didmetro foi encontrado na formulagéo contento maiores concentragoes de inulina
IPS/IN (1:2). Considerando o parametro d43, o tratamento com apenas IPS foi o que apresentou
menor diametro. Segundo Cai & Corke (2000), o diametro das microparticulas depende dos
métodos de atomizacdo, das propriedades dos materiais, da concentragdo e viscosidade da
solucéo. Isto explica o aumento do didmetro nos tratamentos contendo inulina em comparacgao
com o tratamento contendo apenas IPS, onde a adicdo de inulina proporcionou maior
viscosidade da fase continua (Fig. 1), incidindo no aumento do diametro das microparticulas.
O uso da inulina como substituto da gordura é promovido por sua solubilidade em &gua
especifica, pois seus grupos hidroxila sdo mais propensos a interagir com as moléculas de agua
do que outros grupos funcionais presentes em sua estrutura. Isso fornece a inulina a capacidade
de formar géis estaveis com agua em concentraces em torno de 13 a 50% (Castelli et al., 2008;
Kim et al., 2001). Jafari et al. (2008), relacionaram o maior tamanho médio de particulas com
0 aumento da eficiéncia de encapsulacdo. Em adicéo, Fernandes et al. (2014) mostraram que 0

tamanho de particula pode ser influenciado pela viscosidade da fase continua.

3.4. Difratometria de raio-X

A difratometria de raio-X é um método que foi aplicado para identificar o grau de
cristalinidade alcancado entre os diferentes tratamentos. O nivel de cristalinidade do material
seco por pulverizacdo depende das condi¢des de secagem e das caracteristicas do produto, como
a presenca de altas concentracdes de carboidratos (Bhandari et al., 1997). E possivel observar
que sdo estruturas semelhantes, mas com formacéo de regides cristalinas em torno de 10 a 15°

nos tratamentos com maior concentracdo de inulina (Fig. 3).
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—— IPS/IN (1:2)
E —— IPS/IN (1:1)

——IPS/IN (2:1)
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XDR intensidade
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Fig 3. Difratograma de raio-X dos pds produzidos com misturas poliméricas: IPS; IPS/IN (2:1);
IPS/IN (1:1) e IPS/IN (1:2).

Os resultados indicam que ndo houve a preservacdo da fase amorfa entre 0s
biopolimeros nas microparticulas com maiores concentragdes de inulina. Em geral, um material
cristalino apresenta picos acentuados, enquanto os produtos amorfos fornecem um padréo de
pico mais amplo (Caparino et al., 2012). As estruturas de biopolimeros amorfos sdo mais
propensas a serem formadas nos processos de secagem por secagem por spray (Botrel et al.,
2014; Langrish & Wang, 2009), onde a natureza amorfa dos pés € devido a evaporagcdo muito
rapida da agua e a rapida formacdo das microparticulas durante o processo de secagem
(Jayasundera et al., 2011a). Nesta pesquisa, a presenca de pectina aumentou o tempo de
evaporacao da 4gua durante o processo de secagem, gerando tempo suficiente para a formacéo
da regido cristalina (Jayasundera et al., 2011b). Isto se deve a sua capacidade de formacéo de
gel (Funami et al., 2011) e consequente retengdo de agua, conforme indicado nos teores de
umidade dos pos resultantes (Tabela 3). Outro fator que pode ter influenciado no tempo de saida
da 4gua durante a secagem é a capacidade da pectina em forma uma bicamada com proteinas
(Albano & Nicoletti, 2018), dificultando a evaporagdo da &gua e proporcionando a formacéo

de regides cristalinas durante o processo de secagem.
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3.5. Efeito do tempo e temperatura de armazenamento na viabilidade do Lactabacillus
acidophilus LA14 microencapsulado

A presenca da inulina, uma fibra soltvel, influenciou significativamente a viabilidade
de L. acidophilus LA14, preservando maior quantidade de células viaveis nas trés temperaturas
de armazenamento estudadas (7, 15 e 25°C) (Fig. 4) considerando o tempo 0. De uma maneira
geral, a substituicdo de IPS por inulina influenciou positivamente na viabilidade celular a partir
da secagem até o final do armazenamento. Os tratamentos com inulina IPS/IN (1:1) e IPS/IN
(1:2) apresentaram maior viabilidade de células vivas apds 120 dias de armazenamento nas
temperaturas de 15°C. Babu & Nithyalaks (2011), relataram que a inulina pode ser usada como
agente de protecdo térmica na producdo de microcapsulas simbioticas. De acordo com 0s
autores, a inulina forneceu maior resisténcia térmica ao Lactobacillus casei MTCC 1423 do que
0 amido de milho de alta resisténcia. Resultados similares a esse estudo foram encontrados por
Rosolen et al. (2019), onde a contagem de Lactococcus lactis subsp. lactis R7 atingiu 8 log
UFC/g* em microcapsulas elaboradas com IPS e IN como material de parede, a 25 °C.

Por outro lado, os tratamentos contendo maiores concentracdes de IPS apresentaram
reducdo no nimero de células viaveis durante o armazenamento nas referidas temperaturas.
Essa reducdo pode estar relacionada ao estresse letal ou subletal que as células foram
submetidas durante o processo de secagem. Essas lesGes celulares sdo provavelmente

ocasionadas pelo processo de secagem rapida (Santivarangkna et al., 2008).
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Estudos feitos por Liao et al. (2017) avaliaram a influéncia de diferentes temperaturas
de armazenamento (-20, 4, 25 e 37°C) e concluiram que Lactobacillus casei LK-1 apresentou
maior viabilidade a -20°C quando comparado a outras temperaturas. Observa-se que nas
temperaturas de armazenamento de 7 e 15°C, foi possivel manter a contagem minima
recomendada de bactérias probidticas em alimentos funcionais (6 log UFC/g™) nos tratamentos
com maior concentracéo do prebiotico inulina, durante um periodo de quatro meses. Por outro
lado, houve reducéo logaritmica acentuada na temperatura de 25°C para todos os tratamentos.

Vaérios estudos comprovam que o sinergismo entre o estado fisico da matriz e a
temperatura de armazenamento afetam criticamente a viabilidade de microrganismos
probidticos secos por spray drying (Ananta et al., 2005; Fu & Chen, 2011; Meng et al., 2008).
A maioria das matrizes probidticas estabilizadas por spray drying sdo capazes de manter a
viabilidade a £ 7°C, no entanto existe um longo desafio para garantir a vida util desses pos

armazenados em temperatura ambiente.

3.6. Sobrevivéncia de Lactabacillus acidophilus LA 14 em condicéo gastrointestinal simulada

Observou-se reducdo significativa (p < 0,05) do ndmero de células viadveis de L.
acidophilus LA14 ap6s exposicdo sequencial das condicBes gastrointestinais simuladas (Fig.
5). Os resultados mostraram que a substituicdo de IPS por inulina aumentou a protecdo das
células bacterianas microencapsuladas as condi¢bes adversas em solucbes gastricas com
variacdo de pH entre 1,2 e 8,0, durante 480 min. Sabe-se que a inulina ndo é digerida pelas
enzimas presentes no trato gastrico (Nunes et al., 2018; Pinto et al., 2015), sendo que esta
caracteristica pode ter proporcionado maior protecdo das células bacterianas microencapsuladas
guando comparadas ao tratamento contendo apenas IPS. Estes resultados também podem estar
associados a maior eficiéncia de encapsulacdo obtidos nos tratamentos contendo inulina,
possibilitando dessa forma, que um numero suficiente de células vidveis alcancem o trato
intestinal para que exercam acéo benefica ao hospedeiro até o final do tempo de digestdo. Entre
os tratamentos estudados, os que continham maior concentracdo de inulina apresentaram a
contagem minima de células viaveis (10°) para serem considerados probiéticos (Nazzaro et al.,
2009).
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Fig. 5. Numero de células viaveis de Lactobacillus acidophilus LA14 (Log UFC/g)
microencapsuladas apds incubacdo em solucBes gastricas simuladas: saliva (pH 6,0) por 5 min,
suco gastrico (pH 1,2) por 180 min, suco intestinal (pH 8,0) e suco pancreatico (pH 8,0)
totalizando 240 e 480 min de digestdo (8 horas).

E possivel observar perdas logaritmicas mais acentuadas em todos os tratamentos
quando as microparticulas foram expostas ao suco intestinal e pancreatico. Esta diminuicéo
pode estar relacionada a acao direta da pancreatina, sais biliares e pH, ocasionando em danos
na parede celular e consequentemente morte. A melhoria da protecdo de probioticos pelo uso
de prebidticos na microencapsulacdo de L. acidophillus e L. casei também foi observado por
Krasaekoopt & Watcharapoka (2014). Um estudo feito por Pinto et al. (2015) mostrou que IPS
e inulina usados separadamente ndo apresentaram influéncia significativa (p > 0,05) na
sobrevivéncia de Bifidobacterium animalis BB-12 microencapsulado por spray drying,
mostrando que a viabilidade gastrointestinal pode estar relacionada a protegéo conferida pelas
propriedades do material de parede durante a secagem, evitando maiores danos na parede

celular do microrganismo.

4. Conclusdes

As diferentes proporcdes de inulina e IPS nas misturas poliméricas influenciaram as

caracteristicas das microparticulas e a viabilidade do L. acidophilus encapsulado. O aumento
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da proporcao de inulina em rela¢éo ao IPS influenciou o comportamento reolégico da emulséo,
aumentando a viscosidade do fluido e melhorando também a molhabilidade do produto
probidtico. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) e a viabilidade do microrganismo do L.
acidophilus LA14 durante o armazenamento em diferentes temperaturas, bem como nas
condigdes gastrointestinais simuladas, foram maiores usando maiores concentragdes de inulina
IPS/IN (1:2), possuindo potencial suficiente para ser considerada como um produto probiético

e com potencial para uso em matrizes alimenticias.
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ARTIGO 2 - APLICACAO DE MICROPARTICULAS CONTENDO
LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS LA14 NA PRODUCAO DE QUEIJO TIPO MINAS
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PERIODO DE MATURACAO.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar microparticulas produzidas por spray drying
guanto a sua microestrutura contendo como material encapsulado Lactobacillus acidophilus
LA 14 e materiais encapsulantes, isolado proteico de soro (IPS), inulina (IN) e pectina (P) e
avaliar a sua influéncia e das cepas probioticas no perfil sensorial do queijo tipo minas padrdo
durante 30 dias de maturagdo. Foram desenvolvidos os quatro tipos de microparticulas
avaliadas em delineamento totalmente casualizado contendo diferentes concentracao de IPS e
IN, e P fixa em 2% com duas repeticdes. Para avaliacao do perfil sensorial foram realizados os
testes CATA (Check All That Apply) e aceitacdo, com aplicacdo de MANOVAS para melhor
avaliar os atributos sensoriais ao longo do tempo. A IN proporcionou maior eficiéncia de
encapsulacdo e viabilidade das cepas microencapsuladas durante o tempo de maturacdo do
queijo respectivamente. As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV), mostraram
que ndo houve rachaduras nas microparticulas. No geral, as caracteristicas de teor de gordura
fisica-definidas, com teor de gordura baixos, diferenciacdes no pH apenas apds 20 dias de
maturacdo. As imagens de MEV dos queijos mostraram que apenas microparticulas contendo
maior concentracdo de IN ndo dissolveram na massa do queijo. Foi encontrado maior
viabilidade de L. acidophilus LA 14 (>106 UFC/g) nos queijos contendo microparticulas com
maior concentracdo de IN. Os testes CATA mostraram que houve influéncia positiva da IN e
da cepa de L. acidophilus LA 14 na percepg¢éo dos atributos sensoriais do queijo tipo minas
padrdo durante os 30 dias de maturacao.

Palavras-chave: Spray drying, Probi6tico, Inulina, Viabilidade, Anélise sensorial.
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ABSTRACT

This work aimed to characterize microparticles produced by spray drying regarding
their microstructure containing Lactobacillus acidophilus LA 14 as encapsulated material and
as encapsulating materials whey protein isolate (WPI), inulin (IN) and pectin (P) and to evaluate
their and the probiotic strains influence in the sensory profile of standard Minas cheese during
30 days of ripening. Four types of microparticles were developed and evaluated in a completely
randomized design containing different concentrations of WPI and IN, and P fixed at 2% with
two replications. To assess the sensory profile, CATA (Check All That Apply) and acceptance
tests were performed, with the application of MANOVAS to better assess the sensory attributes
over time. IN provided greater encapsulation efficiency and viability of microencapsulated
strains during the cheese maturation time, respectively. Scanning electron microscopy (SEM)
images, reveled that there were no cracks in the microparticles. In general, the physical-defined
characteristics, with low fat content, with low fat content, differences in pH only after 20 days
of maturation. The SEM images of cheeses showed that only microparticles containing a higher
concentration of IN did not dissolve in the cheese dough. Greater viability of L. acidophilus LA
14 (=106 CFU/g) was found in cheeses containing microparticles with a higher concentration
of IN. The CATA tests showed a positive influence of IN and the L. acidophilus LA 14 strain
on the sensorial attributes perception of the standard Minas cheese during the 30 days of
maturation.

Keywords: Spray drying, Probiotic, Inulin, Viability, Sensory analysis.
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1. Introducéo

A conscientizacdo dos consumidores sobre os beneficios relacionados ao consumo de
alimentos saudaveis aumentou a demanda por alimentos funcionais, principalmente os que
contém probidticos (Sarkar et al., 2016; Vivek et al., 2020). No intestino, os probidticos podem
ajudar na manutengdo da homeostase da mucosa e proteger a mucosa de fatores prejudiciais
como desequilibrio da flora intestinal e aparelho digestivo (Rao & Samak, 2013).

As espécies pertencentes ao género Lactobacillus sdo os probiodticos mais estudados
para incorporagdo em alimentos e tém sido amplamente utilizados como ingredientes ativos em
produtos lacteos funcionais (Meira et al., 2015; Amiri et al., 2019). Os laticinios sdo a categoria
com maior quantidade de alimentos probioticos a disposicdo no mercado. Isto esta ligado ao
fato do leite ser parte natural e nutritiva de uma dieta equilibrada. O desenvolvimento da
funcionalidade em produtos lacteos consiste em modificar e/ou enriquecer a base original, que
ja é saudavel (Pimentel et al., 2017). Produtos lacteos fermentados, como iogurte, leite
fermentado e bebidas fermentadas de soro de leite, compreendem a maioria dos alimentos que
contém culturas probioticas. Eles sdo adequados para incorporacdo de probioticos porque ja
apresentam imagem positiva no mercado consumidor, e ndo exigem mudangas significativas na
tecnologia envolvida e no processo de fabricacéo para incluir as culturas probidticas. Além dos
produtos lacteos fermentados, outros produtos podem ser adicionados com culturas probidticas,
como queijos, sorvetes e sobremesas lacteas (Granato et al., 2019).

O consumo de queijo é popular em muitos paises do mundo porque esta associado a
beneficios reais a saude dos consumidores e também por causa de seu sabor e aroma (Farias et
al., 2019). Estima-se que no ano de 2019 cerca de 26 milhdes de toneladas de queijo foram
comercializados em todo o mundo (Global Trade, 2020) sendo dos mais diversos tipos.
Diferentes tipos de queijos foram avaliados recentemente como portadores de culturas
probidticas, como creme fresco (Speranza et al., 2018), Prato (Silva et al., 2018), Pico (Ribeiro
et al., 2018), Minas Frescal (Felicio et al., 2016) e cheddar (Demers-Mathieu et al., 2016). O
gueijo Minas Padrdo é um queijo tipico brasileiro, tradicionalmente fabricado usando cultura
mesofilica composta por Lactococcus lactis ssp. cremoris e L. lactis ssp. lactis (Costa et al.,
2019), que conferem a ele sabor suave, textura macia e levemente amarelada (Matera et al.,
2018). Em queijos maturados, os probidticos podem permanecer vidveis por longos periodos
de tempo, podendo se tornar tendéncia o desenvolvimento desse tipo de queijos probioticos
(Silva et al., 2018).
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No entanto, é importante selecionar as condi¢6es de processamento, o procedimento de
cozimento e as temperaturas de maturacdo e armazenamento (Shori, 2015). A
microencapsulacao pode oferecer boa alternativa tecnoldgica para uso na indudstria de queijos,
recebendo consideravel interesse (Castro et al., 2015). A industria de alimentos procura a
microencapsulagdo com o objetivo de acrescentar valor aos seus produtos e se destacar no
mercado (Silva et al., 2019).

As microparticulas possuem na sua composi¢do polimeros de fontes renovaveis como
proteinas e carboidratos, formando desta foram a parede da microparticula. Geralmente estes
materiais de parede sdo usados em conjunto devido as suas propriedades distintas, tornando
desta forma o processo de encapsulagdo mais eficiente.

Entre os materiais de parede, o isolado proteico de soro de leite é descrito como um
material favoravel ao encapsulacdo de probioticos, considerando que € um subproduto da
indUstria de laticinios e apresenta baixo custo e alto valor nutricional (Ilha et al., 2015). Outro
material atualmente usado para proteger as bactérias probidticas é a inulina, um oligossacarideo
do tipo frutano, encontrado em ampla variedade de plantas, reconhecido como composto
prebidtico. E uma fibra fermentavel que ndo pode ser digerida pelas enzimas do trato géstrico,
estimulando seletivamente o crescimento de bactérias benéficas do célon (Nunes et al.,
2018; Pinto et al., 2015). A pectina € um hidrocoloide utilizado na microencapsulagdo por spray
drying também chamada de agente estabilizador, gelificante ou espessante (Macka et al., 2009).
Os hidrocoloides comercialmente importantes que podem ser utilizados na industria de
laticinios sdo, por exemplo, carragena, goma de alfarroba, xantana, amidos modificados ou
pectina (Trivedi et al., 2008). Os sacarideos podem estar presentes no queijo processado como
componente de alguns ingredientes usados na fabricacéo de queijos processados, por exemplo,
formas nativas ou modificadas de amidos (glicose), soro de leite em po e leite em pd desnatado
(lactose e seus mondmeros constituintes) ou podem ser incluidos em varios agentes
aromatizantes (Guinee et al., 2004).

As espécies pertencentes ao género Lactobacillus sdo os probidticos mais estudados para
incorporagdo em alimentos e tém sido amplamente utilizados como ingredientes ativos em
produtos lacteos funcionais (Meira et al., 2015; Amiri et al., 2019).

Como base neste contexto, o objetivo do trabalho foi desenvolver um queijo tipo Minas
Padré&o probiotico, utilizando indculo bacteriano obtido através da microencapsulagéo por spray
drying, com materiais de parede isolado proteico de soro (IPS), inulina (IN) e pectina (P),
visando o aumento da viabilidade prolongada da espécie inoculada Lactobacillus acidophilus

LA 14 durante os tempos de maturacdo estudados. Além disso, 0 presente estudo teve como
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foco a avaliacdo da influéncia desses materiais de parede e das cepas probioticas nas percepcgdes
sensoriais do queijo tipo Minas Padréo durante o tempo de maturacao.

2. Material e Métodos

2.1. Materiais

Para producdo das microparticulas foram utilizados os materiais de parede: Isolado
proteico de soro de leite (91% de proteina — IPS 9410) fornecido pela Hilmar Ingredients,
Texas, (EUA), Inulina (grau de spolimerizagcdo > 13, Orafti®HP, Beneo - Orafti, Tienen,
Bélgica), e Pectina em pé fornecida por (Newsletter, Sdo Paulo, Brasil). Para producdo do
queijo tipo Minas Padrdo foi utilizado leite de vaca recém-ordenhados do rebanho leiteiro da
fazenda Palmital do Campus de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal de

Lavras.

2.2. Microrganismos e condi¢6es de cultivo

Lactobacillus acidophilus LA14 foi isolado do alimento funcional Prolive (Aché
Laboratdrios Farmacéuticos S.A, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil) e mantido no laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos UFLA, mantido a -
18°C em meio de congelamento, foi utilizada nesse trabalho. A cepa estoque foi reativada em
caldo MRS (Man, Rogosa & Sharpe) a 37°C/12h, seguido por trés repicagens consecutivas em
caldo MRS e incubacdo a 37°C por 16h. Apds ativacdo, a cultura foi centrifugada a 7100 x g,
por 5 min, o pellet lavado duas vezes com agua estéril e ressuspendido em solucdo salina
(0,85%) para ser utilizada. A cultura foi padronizada por curva de crescimento, sendo realizado
0 acompanhamento da absorbancia (D.O. 600nm) da cultura em clado MRS e plagueamento
em agar MRS, ambos incubados a 37°C. A suspens&o foi padronizada em cerca de 10° UFC/mL.

2.3. Preparo das suspensdes de alimentagdo

As solucdes de alimentagédo foram preparadas segundo Fritzen-Freire et al. (2012), com
modificagdes. Foram utilizadas 4 matrizes encapsulantes diferentes na concentracao final de
20% (m/m): IPS; IPS/IN (2:1); IPS/IN (1:1) e IPS/IN (1:2). Todas as solucGes de alimentacgdo

foram homogeneizadas em agua destilada estéril (esterilizadas por 30 min a 120°C). Os
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materiais de parede foram previamente esterilizados em luz UV por 25 min, sobrepostos em
camadas finas de 4 mm. Apoés a esterilizagdo dos materiais da solucdo de alimentacdo, a
biomassa bacteriana (10° UFC/mL) previamente centrifugada e resuspendida em solugdo salina

(0,85%), foi adicionada em 700 mL em cada solugéo de alimentacao.

2.4. Delineamento experimental

Foram avaliados, no processo de microencapsulacéo, diferentes tratamentos em funcgéo
dos materiais de parede utilizados. Foram realizadas secagens em duas repeti¢fes para cada
tratamento e as andlises foram conduzidas em triplicata. O delineamento experimental aplicado

esta descrito na Tabela 1.

Tabela 1
Delineamento experimental para as misturas dos materiais de parede e formulagdo dos queijos

tipo Minas Padréo.

Materiais carreadores (g/100 g de solucdo)

Queijo Microparticulas P6 com L.A (g) IPS IN Pectina*
A IPS 3 20 0 2
B IPS/IN (2:1) 3 13,33 6,67 2
C IPS/IN (1:1) 3 10 10 2
D IPS/IN (1:2) 3 6,67 13,33 2

*Foi utilizado 2% de pectina em cada tratamento.

2.5. Microencapsulacéo por Spray Drying

Lactobacillus acidophilus LA14 foi microencapsulado em spray drying de escala piloto
(modelo MSD 1.0; Labmaq do Brasil, Ribeirdo Preto, Brasil), operando em temperatura
constante de entrada de ar & 110°C e temperatura de saida a 63 a 65°C. As solucbes de
alimentacbes foram mantidas sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
(aproximadamente 26°C) e alimentados na camara principal através de uma bomba peristaltica,
com fluxo de alimentacio de 0.5 L.h segundo reviséo feita por Jafari et al. (2008) e fluxo de

ar comprimido de 40 L.m™. O p6 resultante (microparticulas) foi coletado na base do ciclone e
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estocado em frasco estéril selado e mantidos a 4°C para posteriores analises (Castro-Cislaghi et
al., 2012).

2.6. Caracterizacdo das microparticulas

2.6.1. Microestrutura das microparticulas

A morfologia da superficie das microparticulas foi analisada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV). As microparticulas foram fixadas em suporte de aluminio e em seguida,
foram submetidas & metalizagdo com ouro até a espessura de 350 A sob vacuo no equipamento
Balzers Sputtering SCD-030. Visualizacdo de amostras em varias ampliacdes (x 110-12.000)
foram feitas com um escaneamento microscépio eletronico LEO Evo 40 com aceleracéo de 15
kV Voltagem.

2.7. Producéo do queijo tipo Minas Padréo

O queijo tipo Minas Padrdo foi fabricado no mesmo dia, com duas replicas para cada
tipo de microparticulas adicionas na massa. O leite de vaca cru, foi pasteurizado a 65°C por 30
minutos e resfriado a 20°C. Em seguida foi adicionado cloreto de célcio (50%, p/v, 40 mL 100
L), Apos 20 min foi adicionado quimosina coagulante a 100% (Chy-Max M, 1000 IMCU/MI,
Chr. Hansen, Valinhos, Séo Paulo, Brasil). Apds 40 minutos de coagulacdo, foi realizado cortes
de 2 a 3 cm de aresta e deixado em repouso por 3 min para formacéo da pelicula do grdo. Em
seguida foi realizado a mexedura lenta da coalhada por 20 min. Logo apés, foi realizado a
dessoragem e posterior prensagem da massa, com retirada de 60% do soro. A salga foi realizada
pela adigdo de sal na coalhada (1,7% p/p) com posterior viragem da massa. Logo apés, foi
adicionado as microparticulas (3 g) contendo Lactobacillus acidophilus LA14, produzidas
conforme descrito anteriormente (quatro tratamentos) como substituinte do fermento mesofilico
tradicional utilizado na producdo do queijo Minas Padrdo. A coalhada foi colocada em moldes

cilindricos sobe refrigeracdo a 12 a 14°C, durante 30 dias.

2.8. Caracterizacao fisico quimica dos queijos tipo Minas Padrao

Foi coletado, de forma aleatéria, um queijo (amostra) de cada tratamento. Este

procedimento foi adotado em todos os tempos (0, 10, 20 e 30 dias de maturacéo).
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A caracterizagdo dos queijos tipo Minas Padrdo com um dia de fabricagéo:
a) pH: determinado com potencidometro da marca Tecnal (modelo Tec-3MP), previamente
calibrado, efetuando-se quatro leituras por amostra (Brasil, 2006);
b) gordura total: o teor de gordura total das amostras de queijo foi determinado pelo método
Butitométrico (m/m) para queijo, utilizando-se centrifuga, tipo Gerber (Brasil, 2006). Os teores
de gordura, no extrato seco (GES), foram calculados dividindo-se os teores de gordura do queijo

pelo seu teor de extrato seco total;

c) proteina total: o contetdo de nitrogénio total dos queijos foi determinado, empregando-se
o0 método Micro Kjedahl, compreendendo as fases de digestdo, destilacdo e titulacdo (Brasil,

2006). Foi utilizado o fator 6,38 para estimativa do teor de proteina total;

d) residuo mineral fixo (cinzas): o teor foi determinado pela eliminag¢do da matéria organica

a temperatura de 550°C, obtendo-se residuo mineral fixo (Brasil, 2006);

e) gordura no extrato seco (GES): foi calculada dividindo-se os teores de gordura do queijo

pelo seu teor de extrato seco total;

f) atividade de agua: 2(g) de amostra de queijo foi ralada e levada para equipamento Aqualab

(3TE, Decagon Devices, Sao José dos Campos, SP, Brasil) em temperatura ambiente de 25°C;

g) umidade: o teor de umidade foi obtido pelo método gravimétrico e calculado por diferenca
(100% - porcentagem de extrato seco total) (Brasil, 2006).

2.9 Avaliacao do pH dos queijo tipo Minas Padréo durante o tempo de maturacgéo (0, 10, 20 e
30 dias)

Amostras
Foi coletado, de forma aleatdria, uma amostra de queijo de cada tratamento. Todas as
amostras foram submetidas ao teste de pH em todos os tempos 0, 10, 20 e 30 dias de maturacéo.
Caracterizacdo dos queijos tipo Minas Padrdo com um dia de fabricacéo:

a) pH: determinado com potenciometro da marca Tecnal (modelo Tec-3MP), previamente

calibrado, efetuando-se quatro leituras por amostra (Brasil, 2006).
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2.10. Anélises microbiolégicas

Para andlises de salmonella sp., aerdbios mesofilicos, coliformes totais e

termotolerantes foram realizados de acordo com (Silva et al., 2017).

2.11. Microestrutura dos queijos tipo Minas Padrao adicionados de microparticulas

probioticas

Ap0s a pré-fixacdo das amostras, todas foram transferidas para glicerol, por um periodo
de 30 minutos e, posteriormente, foram realizadas as fissuras dos cortes em nitrogénio liquido
(criofratura). As unidades de amostras foram desidratadas em gradiente crescente de etanol nas
seguintes concentracles: 25%, 50%, 75%, 90%, 95% e 100%, todas por 10 minutos e a ultima
concentracdo foi realizada duas vezes. Apés a etapa de desidratagdo, foram levadas para o
aparelho de ponto critico modelo Baltec CPD 030, no qual se potencializou e finalizou a fase
de secagem. Todas as amostras foram dispostas de forma representativa em stubs, metalizadas
no aparelho evaporador de carbono modelo Baltec CED 020. Apds a metalizacdo via fixacao
em ouro, as amostras foram conduzidas ao aparelho de microscopia eletronica de varredura
modelo LEO EVO 40 XVP Zeiss, a temperatura maxima de 16°C.

2.12. Viabilidade do microrganismo presente queijo tipo Minas Padrao durante o periodo de

maturacao

Amostras de 25 g de queijo foram adicionadas de 225 mL de solucéo de citrato de sodio
(2% m/v) e homogeneizadas em homogeneizador tipo Stomacher (490 golpes/min) por trés
minuto. Em seguida foram realizadas dilui¢cGes seriadas em agua peptonada (0,1% m/v).
Aliquotas de 1 mL das diluicdes adequadas foram transferidas para placas de Petri e vertido
agar MRS (Man, Rogosa & Sharp) empregando-se a técnica de plagueamento em profundidade
com sobrecamada. As placas foram incubadas a 37°C por 48h (Silva et al., 2017). Ap0s esse
periodo, foram realizadas contagens viaveis de células. Foram avaliados os tempos de
maturacdo de 0, 10, 20 e 30 dias. Aliquotas de 1 mL de dilui¢cBes apropriadas foram transferidas
para placas e foi usado 0 metodo de placa vazada.

2.13. Andlise sensorial
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Os testes sensoriais foram realizados no Laboratério de Analise Sensorial do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em
cabines individuais. As questdes éticas foram aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFLA (CAAE: 48867315.0.0000.5148). A coleta de dados ocorreu em
cabines sensoriais sob luz branca. A temperatura e fluxo de ar foram controlados (Macfie et al.,
1989). Os provadores foram instruidos a provar e avaliar cada amostra e a enxaguar a boca com
agua entre as amostras. Os participantes eram consumidores diarios de queijo, masculino e
feminino, com idade variando de 18 a 50 anos. Os queijos foram distribuidos aos provadores

em temperatura ambiente (25°C).

2.13.1. Check-all-that-apply (CATA) e aceitacdo

O método CATA foi realizado por 234 consumidores de iogurte, recrutados
aleatoriamente, que avaliaram as quatro amostras codificadas (5 g) de forma balanceada e
monadica (Varela & Ares, 2012). As amostras continham quantidades iguais de L. acidophilus
LA14, mas com proporcdes diferentes de isolado proteico de soro e inulina (IPS, IPS/IN (2:1),
IPS/IN (1:1) e IPS/IN (1:2), afim de avaliar a influéncia desses materiais no perfil sensorial dos
queijos durante o periodo de maturagdo. O queijo tipo Minas Padrdo foi escolhido como matriz
de aplicagdo para este estudo pois ele passa por periodos longos de maturacdo, podendo sofrer
modificacdes sensoriais através do metabolismo microbiano, bem como pela presenca dos
materiais que compdem a parede das microparticulas durante o seu processo de
amadurecimento. A lista de atributos consistia em 21 atributos mais a opgao “outros” em que o
provador era livre para identificar e expressar atributos que ndo continham na lista. Os atributos
foram: aparéncia: presenca de casca, casca brilhante, casca amarela, casca grossa, casca
ressecada, casca homogénea, casca gordurosa, interior homogéneo. aroma: aroma fermentado,
aroma de soro de leite, aroma de qualhada, aroma suave. gosto: gosto acido, gosto salgado,
gosto amargo. sabor: sabor ran¢oso, sabor suave, sabor equilibrado. textura: firme, cremosa e
borrachenta. Para realizar a analise CATA, os consumidores foram orientados a ler os atributos
presentes na ficha antes de iniciar a analise. Em seguida, solicitamos que experimentassem as
amostras e, em seguida, verificassem os atributos que, em sua avaliacdo, foram adequados para
descrever cada amostra. Ndo existia uma quantidade fixa de atributos a serem verificados,
podendo os avaliadores assinalar um ou mais, de acordo com a sua opinido em relacdo a amostra
(Varela & Ares, 2012). A fase final do teste CATA foi avaliar a aceitagéo da impressao global,

através de uma escala heddnica de nove pontos, com variacao entre desgostei extremamente (1)
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a gostei extremamente (9) e, nesta mesma ficha, foram colocados os atributos levantados para
o0 CATA, a partir de prévio grupo focal, em que consumidores do queijo proposto levantaram

0s principais caracteres gue remetem ao mesmo quando avaliado sensorialmente.

2.14. Anélise estatistica

2.14.1. Analise de dados CATA

Considerando a andlise dos dados do CATA, a frequéncia de citacdo de cada atributo
foi determinada pela contagem do nimero de vezes que os provadores marcaram cada atributo
em cada amostra, chamada de matriz de contingéncia.

Aplicou-se o teste Q de Cochran para verificar diferencas significativas entre as
amostras para cada atributo por meio do software estatistico R versdo 3.5.2. (R Core Team,
2019). Foi aplicada a analise de correspondéncia (CA) na matriz contendo a frequéncia de
citacdo dos atributos para identificar quais as diferencas significativas foram detectadas pelo
teste Q de cochran (Meyners et al., 2013; Xia et al., 2020). Foi utilizado o pacote SensoMineR
(Husson et al., 2017) do software R (R Core Team, 2019).

2.14.2. Teste de aceitacéo

Para verificar se havia diferenca entre as amostras ao longo do tempo, avaliamos 0s
resultados do atributo sensorial (impressdo global) obtidos no teste de aceitacdo por meio da
analise de variancia MANOVA (Anova multivariada) ao nivel de significancia de 5% (p <
0,05), sequido pelo teste de Tukey para comparacao de médias (Souza et al., 2013). De acordo
com (Galmarini et al.,, 2017), com produtos complexos que podem ter varios atributos
dominantes ao mesmo tempo, a inspecao visual de curvas e a comparacdo de produtos pode se
tornar uma tarefa complicada. Nesse caso, a MANOVA ¢é uma boa alternativa para avaliar 0s
dados uma vez que as diferengas multidimensionais podem ser resumidas sobre os atributos por
uma ANOVA multivariada (MANOVA).

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacao das microparticulas
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3.1.1. Morfologia da superficie das microparticulas

Observando as microscopias (Fig. 1), pode-se observar que as microparticulas
apresentaram formato esférico, com pequenas depressdes, tipicas de materiais secos por
pulverizagdo, nas quais ocorre o encolhimento do material devido a rapida perda de &gua
durante os estagios iniciais de secagem (Ré, 1998). Outros autores indicam que 0S poros
provavelmente surgem de um encolhimento desigual do material durante a ultima fase do
processo de secagem (Klinkesorn et al., 2006). Nao foram observadas falhas ou poros visiveis
na superficie das microparticulas, sendo uma caracteristica muito importante na preservacao e
manutencdo das células probidticas. A porosidade pode afetar a estabilidade dos
microrganismos microencapsulados presentes no ndcleo e na parede das microparticulas,
acarretando em maior contato com fatores externos, como o ar, temperatura, luz, pH e enzimas,

prejudicando a viabilidade das células probioticas.

Fig. 1. Microscopia eletronica de varredura das microparticulas contendo L. acidophilus LA14
produzidas com diferentes concentracdes de materiais de parede: isolado proteico de soro (IPS)
e inulina (IN). Sendo: IPS (A), IPS/IN (2:1) — (B), IPS/IN (1:1) — (C) e IPS/IN (1:2) — D, e 2%
de pectina em todos os tratamentos.

Morfologias esféricas semelhantes foram encontradas por varios autores usando a

secagem por spray drying como processo de microencapsulagdo (Carneiro et al., 2013).
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3.2. Caracterizacdo fisico-quimica dos queijos tipo Minas Padréo

A caracterizacao foi feita nas amostras apds a sua producdo. A composicao dos queijos
tipo Minas Padrdo em relacdo ao teor de gordura, cinzas, extrato seco, atividade de agua e
umidade ndo apresentaram influéncia significativa (p>0,05) pela adi¢cdo das microparticulas
contendo variagOes de isolado proteico de soro e inulina. Resultados similares foram

encontrados por (Costa et al., 2019).

Tabela 2
Valores médios dos aspectos fisico-quimicos dos queijos tipo Minas Padréo ap6s a fabricacéo

(tempo zero). Teste de média de Tukey.

Caracteristicas Queijo A Queijo B Queijo C Queijo D

Fisico-quimicas IPS IPS/IN (2:1) IPS/IN (1:1) IPS/IN (1:2)
pH 7,24 +£0,01° 7,13+0,01° 7,28 £ 0,012 7,26 £ 0,017
Gordura %(m/m) 17 £ 0,012 17 £ 0,022 18 + 0,012 18 £ 0,012
Proteina %(m/m) 22,79 + 0,052 21,72 £ 0,052 20,82 +0.08° 20,24 +0,08°
Cinzas %(m/m) 4,24 + 0,022 4,25 + 0,042 4,26 + 0,012 4,25 + 0,022
Ext seco %(m/m) 42,7 +0,932 42,77 £ 0,372 41,64 + 0,552 42,21 +£0,382
Aw (%) 0,974 + 0,022 0,978 £ 0,012 0,985+ 0,072 0,975 + 0,022
Umidade (%) 57,30 £ 0,932 57,09 £ 0,46° 58,36 *+ 0,552 57,79 £ 0,382

Os queijos A, B, C e D, contém microparticulas contendo variac6es de isolado proteico de soro
e inulia, utilizados como materiais de parede na microencapsulacao do inoculo Lactobacillus
acidophilus LA 14.

A atividade de agua ndo foi afetada pel adicdo das microparticulas (p>0,05),
provavelmente para concentracao de solutos a ao teor de umidade que influencia na atividade
de 4gua (Guinee & Fox, 2004).

3.3. Avaliacao do pH do queijo tipo Minas Padrédo durante a maturacao

A Tabela 3 mostra os valores da analise de pH, durante o tempo de maturacdo em
temperatura entre 12 e 14°C (0, 10, 20 e 30 dias).
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Tabela 3
Valores médios das anélises de pH feitas nos queijos tipo Minas Padrdo durante o tempo de

maturacao (0, 10, 20 e 30 apds a fabricacdo).

Dias de Queijo A Queijo B Queijo C Queijo D
maturagio IPS IPS/IN (2:1) IPS/IN (1:1) IPS/IN (1:2)
0 7,24 +0,01° 7,13+ 0,01° 7,28 + 0,012 7,26 + 0,012
10 7,24 +0,01° 7,04 +0,01° 7,03+0,03° 7,04 +0,02°
20 6,99 + 0,01° 7,01 + 0,02 7,05 + 0,042 6,99 + 0,02
30 6,94 + 0,022 6,88 + 0,03° 6,91 + 0,05 6,85 + 0,05¢

Os queijos A, B, C e D, foram adicionados com microparticulas contendo L. acidophilus LA14
microencapsulado utilizando diferentes concentracdes de whey protein e inulina.

Houve diferenca significativa (p>0,05) entre os valores de pH ao longo do tempo Tabela
3. Observa-se que, em todos os tratamentos houve reducdo do pH durante o preriodo de
maturacdo, proposto por 30 dias. Este perfil de pH, se mostra elevado quando comparado a
outros estudos feitos por Costa et al. (2019) onde foi valores de pH entre 4,90 e 4,91. A reducéo
dos valores de pH observados durante o0 armazenamento dos queijos neste estudo é um processo
natural causado pela producédo continua de &cido latico e outros acidos organicos pelo iniciador
e pelas culturas probidticas, conforme relatado em estudos anteriores com queijos frescos Minas
(Buriti et al., 2005a; Buriti et al., 2005b). No entanto, é provavel que a producdo de acido latico
tenha sido influenciada pela presenca de inulina contida nas microparticulas adicionadas na
etapa de prensagem da massa, evitando que a lactose fosse degradada em acidos organicos pelos
microrganismos presentes no queijo, levando a maiores valores de pH durante o periodo de
armazenamento, bem como foi observado nos estudos de Cardarelli et al. (2008).

Pode-se observar que o tratamento contendo microparticulas com maior concentracao
de inulina apresentou pH mais elevado quando comparado aos tramentos com menores
concentragfes ou ausséncia de inulina. Estudos feitos por Macki et al. (2009) mostraram
valores de pH semelhantes (5,79 a 5,97) ao usar pectina na elaboragé@o de queijo processado.
Os resultados das analises de proteinas apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre o0s
tratamentos, onde os maiores valores encontrados foram nos queijos adicionados com

microparticulas com maior concentracéo de isolado proteico de soro.

3.4. Analises microbiologicas do queijo tipo Minas Padréo
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O queijo Minas Padréo fabricado ndo apresentou presenca de Salmonella sp. O
mesmoapresentou contagem de 2,98 log UFC/g para bactérias mesofilicas, 2,70 log UFC/g para
coliformes totais e <4 MPN/g para coliformes termotolerantes e em 25 g de produto, mostrando

que os queijos foram fabricados apropriadamente.

3.5. Microestrutura dos queijos tipo Minas Padrao adicionados de microparticulas

probidticas

O efeito da adicdo das microparticulas na massa do queijo é apresentado na Figura 2.
Observa-se que houve menor dissolvimento das microparticulas contendo maior concentracéo
de inulina (Fig. 2D) ao entrar em contato massa do queijo, quando comparado aos outros
tratamentos. Estudos feitos por Pinto et al. (2015) atribuiram o efeito protetor conferido pela
microcapsula a viabilidade de L. lactis R7 & baixa solubilidade da inulina demonstrada no teste
de ruptura da microcépsula, que pode resultar em reidratacéo e liberacdo mais lenta das células
bacterianas. Essas micrografias reforcam os resultados observados na eficiéncia de
encapsulacdo, onde os maiores valores foram encontrados nos tratamentos com maior
concentracdo de inulina. Possivelmente, a resisténcia da capsula na ruptura se deve a baixa

capacidade de hidrélise da inulina e sua resisténcia as variacfes de pH (Fernandes et al., 2016).

Fig. 2. Microscopia eletrbnica de varredura das amostras de queijo tipo Minas Padrdo
adicionados de microparticulas contendo Lactobacillus acidophilus LA 14 produzidas com
variacoes dos seguintes materiais de parede: Isolado proteico de soro (IPS) e inulina (IN); e
pectina fixa a 2%. Queijo A: IPS (Controle); Queijo B: IPS/IN (2:1); Queijo C: IPS/IN (1:1) e
Queijo D: IPS/IN (1:2).
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Em todos os tratamentos foi observado uma textura densa, heterogenia e compacta. No
entanto, ndo demonstra a influéncia do processo de maturagéo na textura dos queijos, pois as
micrografias foram realizadas no segundo dia ap0s a elaboracao dos queijos tipo Minas Padrao.
Outros estudos demonstraram que a combinagdo de inulina e soro de leite como materiais
encapsulantes foi adequada e eficaz no processo de microencapsulagéo por spray drying, com
potencial aplicagdo em alimentos (Rosolen et al., 2019).

3.6. Viabilidade probidtica dos queijos tipo Minas Padréo durante o periodo de maturacéo

O processo em escala piloto para producdo, maturacéo e resfriamento do queijo tipo
Minas Padrdo foram usadoas culturas secas por spray drying contendo L. acidophilus de 8 e
9Log UFC.g™. Durante o periodo total de maturag&o, foi observada reducéo de 4 LogUFC.g*,
levando em consideracdo a quantidade inical contida nas microparticulas. Na Figura 3 pode-se
obsevar que ap6s o 10° dia de maturacdo todos os queijos mantiveram o nimero de L.
acidophilus acima de (10° UFC.g') valor acima do sugerido para conferir beneficios
probidticos (Castro et al., 2015).

—=—[PS
—=—IPS/IN (2:1)
—=—[PS/IN (1:1)
—=— [PS/IN (1:2)
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Fig. 3. Viabilidade celular de Lactobacillus acidophilus microencapsulado em queijos tipo
Minas Padréo durante o periodo de maturagéo de 30 dias a 14°C.

O ndmero de células viaveis de L. acidophilus nos queijos adicionados das
microparticulas com maior concentracdo de inulina IPS/IN (1:2) foi significativamente maior

que o tratamento sem inulina, sendo detectado apds 20 dias de maturagdo 10® UFC.g, mostrando
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que a inulina exerceu efeito protetor sobre as bactérias. Essa caracteristica da inulina também
foi demonstrada para outra cepa de Lactobacillus (KAPLAN; HUTKINS, 2000), Lactobacillus
casei (DONKOR et al., 2007) e Lactobacillus paracasei (MAKRAS; VAN ACKER; DE
VUYST, 2005). Em queijos contendo inulina, 0 nUmero medio de L. plantarum foi maior do
que naqueles sem inulina durante todo o periodo de armazenamento de 45 dias
(MODZELEWSKA-KAPITULA; KLCBUKOWSKA; KORNACKI, 2007). SALEM et al.,
(2007) estudaram o efeito de 1% de inulina no crescimento e estabilidade de Lactobacillus
reuteri B-14171, Lactobacillus johnsonii B-2178 e Lactobacillus salivarius B-1950 com
culturas de iogurte em queijo Labneh durante 30 dias de armazenamento a 5°C, observaram
que a viabilidade desses probidtios em tratamentos contendo inulina foi superior a do controle
(sem inulina). Os resultados do presente estudo demosntraram que houve efeito protetor entre
ainulina e a bactéria probidtica durante o tempo de maturacao do queijo tipo Minas Padrdo. No
entanto, ap6s os 20 dias de maturacédo, a contagem de células viaveis foi reduzida para valores
inferiores a 10® UFC/g em todos os tratamentos.

3.7. Analise sensorial dos queijos tipo Minas Padréo

3.7.1. Andalise CATA

Podemos observar na (Tabela 4) a frequéncia de citacdo dos atributos para cada uma das
quatro amostras analisadas e o valor de p do teste Q de Cochran (p < 0,05) durante os trinta dias
de maturacdo do queijo tipo Minas Padrdo. Segundo os resultados do teste Q de Cochran
(Tabela 4), observamos que 23 dos 41 atributos listados no CATA mostraram diferencas
significativas entre as amostras: apresenta casca, casca amarelada, casca ressecada, casca
homogénea, casca gordurosa, interior brilhante, interior homogéneo, aspecto quebradico,
aparéncia seca, fermentado, soro de leite, suave, gosto acido, gosto salgado, gosto amargo,
sabor rangoso, sabor suave, sabor equilibrado, quebradica, firme, cremosa, borrachenta,
esfarelada e compacta. Outro aspecto importante, foi 0 aumento no desenvolvimento de novos
atributos identificados pelos consumidores ao longo do processo de matura¢ao do queijo, onde
foi identificado 12 atributos significativos ap6s 20 dias de maturacdo, 15 atributos apds vinte
dias e 21 atributos significativos apos 30 dias de maturacdo. Os outros atributos contribuiram

significativamente para a discriminagdo das amostras.
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494  Tabela4
495  Tabela de contingéncia de 4 amostras ao longo do periodo de maturacdo e 41 atributos e p valor

496  do teste Q de Cochran para os atributos.

P valor

Atributos 10 dias 20 dias 30 dias
Apresenta casca 1,28E% 0,03060 4,22E06
Casca brilhante 0,16163™ 0,66417"™ 0,00015
Casca amarelada 0,00060 0,02485 1,74E%
Casca grossa 0,45179" 0,30544" 1,11E%
Casca ressecada 0,01515 0,02929 1.,15E8
Casca homogénea 0,27246™ 0,33594" 0,03390
Casca gordurosa 0,26875™ 0,71408™ 0,01361
Interior brilhante 0,06662"™ 0,03437 0,26720"™
Interior branco 0,08781" 0,77785™ 0,25804"
Interior homogéneo 0,25287"™ 0,04333 0,00944
Aspecto quebradico 0,02184 0,04589 0,36622"™
Opaco 0,50820" 0,47195"™ 0,60214"
Presenca de furos 0,10699™ 0,46632"™ 0,56658™
Aparéncia seca 0,42074" 0,00067 0,33396™
Manteigado 0,36081" 0,22939"™ 0,09535"
Fermentado 0,76230"™ 0,36879s 0,00142
Soro de leite 0,26989"™ 0,26387ns 0,00852
Coalhada 0,24827™ 0,27730ns 3,63E%
Leite 0,22804"™ 0,33159s 0,23988"™
Adocicado 0,58564"™ 0,938704s 0,20110"™
Suave 0,53282"™ 0,02384 6,93E %8
Gosto acido 0,51718™ 0,05117ns 0,00678
Gosto salgado 0,00042 0,00012 0,00280
Gosto adocicado 0,12647™ 0,669811s 0,63376"™
Gosto amargo 0,05590™ 1,43E% 0,02696
Sabor fermentado 0,26581" 0,73053ns 0,22452™
Sabor amanteigado 0,98007" 0,05177xs 0,05677™
Sabor rangoso 0,57240™ 0,19789ns 0,02302
Sabor leite 0,88916"™ 0,41897 s 0,87850"™
Sabor suave 0,00837 0,02738 0,03898

Sabor equilibrado 0,20354" 0,12251" 0,04549
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499

500
501
502

Sabor queijo Minas
Quebradica
Firme
Cremosa
Borrachenta
Esfarelada
Lisa
Macia
Compacta
Consistente

0,31254"
0,00358
0,00019
0,00116
0,02385
0,00912

0,60654"

0,41595™
0,02496

0,82542"

0,58042"
0,15193™
0,02738
0,07792"™
0,01491
2,74E®
0,26549"™
0,16997"
0,00495
0,22281"

0,36850"™
0,41748™
0,00036
0,04755
0,01207
0,08735"™
0,75085"
0,28648™
0,23945™
0,56681"

Em negrito estdo os resultados com 5% de probabilidade.

ns: n&o significativo.
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A partir dos atributos significativos realizados pela AC, apresentados na Figura 4,

mostram que a soma da primeira e a segunda dimensdes representam aproximadamente 93,4%,

92,3% e 91,5% da variancia dos dados, para os 10, 20 e 30 dias de maturagéo, respectivamente.
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Fig. 4. Representacdo das amostras de queijos na primeira e segunda dimensdo da anélise de
correspondéncia realizada na tabela de contingéncia CATA. Queijo A: IPS; Queijo B: IPS/IN
(2:1); Queijo C: IPS/IN (1:1); Queijo D: IPS/IN (1:2). IPS: isolado proteico de soro; IN: inulina.

Observando os graficos (Fig. 4), podemos observar que o queijo A com 10 dias de
maturacdo, foi caracterizado principalmente pelos atributos de textura, como quebradica,
esfarelada, e pelos atributos que contribuiram para a distancia do queijo D que possui maior
guantidade de inulina, onde foi descrito com uma textura firme, borrachenta e compacta. A

textura mais firme do queijo A se deve ao maior teor de proteinas existente na massa, assim
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como foi demonstrado nos estudos feitos por Koca & Metin (2004). Em relacgdo aos atributos
de sabor, 0 queijo A apresentou sabor salgado, enquanto os queijos B e C contendo maiores
concentracdes de inulina foram descritos por apresentar sabor suave. Estudos realizados por
Cardarelli et al. (2008), relataram que a inulina certamente conferiu caracteristicas favoraveis
para o sabor e textura do queijo petit-suisse.

As caracteristicas sensoriais dos queijos mudaram apds de 20 dias de maturacdo, onde
0 queijo A, sofreu mudancas na sua aparéncia e no sabor, descrito desta vez, com formacéo de
casca amarelada e sabor suave. A mudanca no sabor do queijo A pode ter ocorrido devido a
mudanca de pH mediante o metabolismo probiotico durante o periodo de armazenamento. O
queijo C apresentou casca ressecada e o queijo D que possui maior quantidade de inulina, néo
apresentou formacéo de casca.

Apds 30 dias de maturacao, o queijo A foi caracterizado principalmente pelo atributo de
aparéncia, como casca brilhante e presenca de casca, que levaram a se diferenciar do queijo B,
que apresentou uma casca homogénea, e dos queijos C e D, que apresentaram casca grossa
(Juan et al., 2013) estudaram o efeito da adi¢do de inulina nas propriedades sensoriais do queijo
fresco com baixo teor de gordura. Eles declararam que os queijos produzidos com inulina
apresentaram os menores valores de luminosidade e amarelecimento, embora essas diferencas
de cores ndo tenham sido detectadas pelos participantes do painel. As particulas de inulina
também podem atuar como centros de dispersdo da luz e aumentar a opacidade dos queijos
(Juan et al., 2013). Em relacdo aos atributos de textura, os queijos contendo diferentes
proporcbes de inulina (B, C e D), apresentaram texturas distintas, sendo o queijo B
caracterizado como cremoso, enquanto os queijos C e D foram descritos como firmes. Foi
observado que a viscosidade dos produtos aumenta com o aumento dos niveis de inulina (Akin
et al., 2007), e que a interacdo dos hidrocol6ides com as proteinas do leite pode resultar em
melhoria ou deterioracdo das propriedades texturais (Donkor et al., 2007). Isto pode explicar a
diferenca entre a textura cremosa do queijo B e a textura firme dos queijos C e D. Outro fator
que contribuiu para uma textura mais firme € o baixo teor de gordura no leite utilizado para
producdo dos queijos tipo Minas Padrdo, uma vez que a gordura é responsavel por romper a
matriz proteica e desempenhando o papel de lubrificante para proporcionar suavidade e uma
textura mais macia (Romeih et al., 2002). O atributo aroma se distinguiu entre 0s queijos 0 A,
C e D descritos por terem um aroma suave, coalhada e soro de leite, respectivamente. O sabor
também foi caracterizado de forma diferente entre os queijos com inulina (B, C e D), sendo o
queijo B caracterizado com um sabor suave e gosto salgado, enquanto os queijos C e D

apresentaram sabor rancoso e gosto amargo.
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3.7.2. Teste de aceitacao

3.7.2.1 ANOVA multivariada (MANOVA)

As diferencas entre as variagdes dos atributos das quatro amostras de queijo tipo Minas
Padrdo ao longo do tempo foram investigadas atraves da aplicacdo de uma MANOVA, onde
foi identificado que houve variagdo nos atributos aparéncia, aroma, sabor, impressao global e
intencdo de compra durante os 30 dias de maturacdo do queijo tipo Minas Padrdo, sendo a
textura o Unico atributo que ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) ao longo do tempo
(Tabela 5). Embora ndo tenha sido percebido mudanca na textura ao longo do tempo, no geral,
a dureza dos analogos de queijo processado aumentou significativamente (p <0,05) com o
aumento nas concentracdes de proteinas (Wydrych et al., 2015). Segundo Hennelly et al.
(2005), a diminuicdo da dureza depende de niveis mais altos de umidade para contribuir para a
hidratacdo das proteinas e, consequentemente, a plasticizacdo da matriz. Em nossos estudos,
ndo houve diferenca significativa nos teores de umidade, o que pode explicar a semelhanca no

atributo textura ao longo do tempo.

Tabela 5
Resultado da ANOVA multivariada (MANOVA).

Atributo Aparéncia Aroma  Sabor Textura IG IC
Pr (>F) 0,0002 0,0036 0,0140 0,5662 0,0001 0,0030
Lambda  0,8991 0,9226 0,9340 0,9753 0,8968 0,9214
Valor F 3,59 2,75 2,32 0,85 3,71 2,8

Em negrito estdo os resultados com 5% de probabilidade.
ns: ndo significativo.

Desta forma, foram realizadas MANOVAS em tempos separados para identificar em
qual tempo de maturag&o os atributos variaram (Tabela 6). Foi identificado que ap6s 10 dias de
maturacdo todos os tratamentos foram descritos como iguais. No entanto, ap6s 20 dias de
maturacao alguns atributos foram diferentes em sabor, impresséo global e intencdo de compra.
Ao longo de 30 dias de maturacéo os tratamentos foram diferentes em sabor, aroma, aparéncia,

intencdo de compra e impressao global.
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Tabela 6
Post-hoc da MANOVA.

10 Dias

Atributo Aparéncia Aroma  Sabor IG IC

P valor 0,6011"™ 0,5366™  0,5201"™ 0,6537"™ 0,8745™
20 Dias

Atributo Aparéncia Aroma  Sabor IG IC

P valor 0,1265" 0,2527" 0,0299 0,0047 0,0079
30 Dias

Atributo Aparéncia Aroma  Sabor IG IC

P valor 0,0009 0,0001  0,0175 0,0001 0,0045

Em negrito estdo os resultados com 5% de probabilidade.
ns: ndo significativo.

As diferencas nos atributos de aceitacdo foram observadas ap6s 20 dias de maturacéo e
intensificados apds 30 dias de maturacdo. A atividade bioguimica, bem como o metabolismo
probiotico podem exercer forte influéncia no perfil sensorial dos queijos durante o processo de
maturacdo. A glicolise, lipdlise e protedlise de caseina sdo 0s processos bioquimicos mais
complexos que ocorrem durante a fabricacdo e amadurecimento do queijo. Os compostos
volateis e ndo volateis que ocorrem como resultado de todos esses processos bioquimicos
contribuem para o sabor ou sabor e aroma do queijo (Fox et al., 2017).

A proteolise é a mais complexa e, do ponto de vista da maioria dos pesquisadores, a
mais importante (Mcsweeney, 2004), contribuindo para 0 amadurecimento do queijo através de
uma contribuicdo direta ao sabor através da formacao de peptideos e AA e alterando também a
textura do queijo devido a quebra da rede de proteinas (Sousa et al., 2001). A lipdlise no queijo
é devida a presenca de enzimas lipoliticas que cortam a ligagéo éster entre um acido graxo e a
porcao glicerol de um triacilglicerol, produzindo &cidos graxos livres (AGL) (Salles et al.,
2002). Os AGL, especialmente os &cidos graxos livres de cadeia curta e média, ndo apenas
contribuem diretamente para o sabor do queijo, mas também s&o precursores da producédo de
compostos aromatizantes, como metil cetonas, alcoois secundarios, ésteres, alcanos e lactonas
(Tekin & Giiler, 2019). E provavel que o baixo teor de gordura encontrado em todos os
tratamentos (17 a 18%) tenha afetado a percepgdo do aroma nos estados iniciais de maturagédo

do queijo tipo Minas Padrdo. Esta caracteristica de intensificacdo do sabor e aroma durante o
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processo de maturagdo do queijo pode ser observada na (Tabela 6), onde foi descrito pelos
provadores uma quantidade maior de atributos ap6s 30 dias de maturag&o.

As bactérias probidticas podem ser outro fator que pode afetar a estrutura da matriz de
queijo devido a sua contribuicdo para a atividade de protedlise ao longo do tempo de
armazenamento, mas a extensao desse efeito varia de acordo com a cepa utilizada (Cruz et al.,
2009).

Foi aplicado o teste Tukey (Tabela 7) para identificar quais tratamentos variaram entre
si, onde suas diferencas foram identificadas anteriormente nas MANOVAS (Tabela 6).

Podemos observar que o tratamento com maior concentragao de inulina IPS/IN (1:2) foi
descrito com maior quantidade atributos significativos (p < 0,05%) como: sabor, impressdo
global e intencdo de compra durante os primeiros 20 dias de maturagdo. Isto se deve a maior
quantidade de células viaveis de L. acidophilus LA 14 (96.12%) retidas nas microparticulas,
bem como nos resultados de viabilidade de células viaveis (acima de 10° UFC) melhorando o
metabolismo microbiano através de uma simbiose que combina pré e probidticos. Desta forma,
foi observado um ligeiro decréscimo no pH neste tratamento (de 7.26 para 6.99%), apds 20 dias
de maturacdo. Resultados semelhantes de diminuicdo de pH foram encontrados por Rodrigues
et al. (2012) na producdo de queijos probidticos durante o periodo de amadurecimento.
Frutooligossacarideos (FOS) e inulina estdo entre os compostos prebiéticos mais utilizados
(Buriti et al., 2007; Cardarelli et al., 2007) na formulacdo de alimentos simbidticos, bem como
as probidticos do género Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os mais comuns usados em
produtos lacteos funcionais (Gomes & Malcata, 1999; Oliveira et al., 2009).

Podemos observar na Tabela 7 que, além dos atributos descritos ap6s 20 dias de
maturacgdo, novos atributos significativos (p <0,05) foram descritos ap6s 30 dias de maturacdo
como: aparéncia e aroma, onde as médias mais altas de aceitacdo foram encontradas nos
tratamentos contendo microparticulas com inulina IPS/IN (2:1) e IPS/IN (1:2), demonstrando
que o seu efeito simbidtico proporcionou maior percepcao dos atributos sensoriais ao longo do
tempo. Um estudo demonstrou que a viabilidade probiética da cepa presente em uma matriz
alimentar pode ser mantida (ou até melhorada) por combina¢do com ingredientes prebioticos
(Capela et al., 2006; Gibson et al., 2004). Decorrente da atividade metabdlica durante a
simbiose, foi observado outra diminui¢cdo no pH nestes tratamentos citados acima (6.88 e

6.85%) respectivamente.
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Tabela 7
Indicadores da diferenca de comportamento dos atributos de aceitacdo entre as amostras de
queijo tipo Minas Padrao contendo microparticulas com diferentes concentracdes de inulina e

isolado proteico de soro.

Tratamentos
Arriuoszodias  1ps  (ONN IPSAN 1PN
Sabor 6,55%  6,72% 6,01° 6,95
Impresséo global 6,79%  6,78%® 6,21° 7,082
Intencdo de compra  3,60®  3,45%® 3,23° 3,788
Tratamentos
Atributos/30 dias IPS IF(>28 li)N “2)18 /1I)N “zls /2I)N
Aparéncia 6,81% 7,282 5,78¢ 6,23
Aroma 6,97 6,922 5,73° 6,542
Sabor 6,26% 6,472 5,53° 6,58
Impresséo global 6,74° 6,907 5,74° 6,51°
Intencdo de compra  3,40% 3,672 2,97° 3,532

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Segundo Su et al. (2007), L. casei e B. lactis sdo capazes de crescer em meio basal
suplementado com FOS ou Inulina. Como percebido anteriormente com o efeito de reducdo do
pH, a presenca de compostos prebidticos pode ter influenciado uma producdo maior de &cido
latico; um efeito acelerador da inulina, assim como foi observado nos estudos realizados por
(Rodrigues et al., 2011).

4. Conclusdes

Os resultados deste estudo indicam que as misturas poliméricas de isolado proteico de
soro e inulina foram efetivas na retencdo do L. acidophilus LA14, onde a presenca de inulina
refletiu em um efeito simbidtico melhorando a viabilidade microbiana e maximizando a
percepcao sensorial ao longo de tempo de amadurecimento do queijo tipo Minas Padrdo. Alem
disso, os dados mostraram que a adicdo de Lactobacillus acidophilus LA14 como cultura
probiotica ndo afetou negativamente as caracteristicas bioquimicas e o perfil sensorial dos
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queijos, embora sejam necessarios mais testes hedénicos para avaliar como 0s consumidores

percebem a adi¢do da cepa L. acidophilus LA14 usada em queijos maturados probioticos.
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As microparticulas contendo maior quantidade de inulina IPS/IN (1:2) como material
de parede apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo, viabilidade durante o
armazenamento e resisténcia as condi¢6es gastrointestinais simuladas. Este estudo mostrou que
as propriedades prebiodticas da inulina influenciaram positivamente na preservacdo das células
viaveis durante o processo de maturacdo do queijo tipo Minas Padrdo, aumentando desta forma
a producdo de compostos volateis responsaveis pelo sabor e aroma, além de mudancas na
textura durante o processo de maturacdo, sendo tais mudancas facilmente percebidas apds
aplicacdo de testes sensoriais descritivos ndo convencionais que ndo necessitam de provadores
treinados, possibilitando maior eficiéncia na avaliacdo dos produtos. Além do mais, ficou
evidenciado que as formulacdes contendo misturas de isolado proteico de soro leite e inulina
na microencapsulagdo do Lactobacillus acidophilus para elaboragéo de queijo artesanal com
até 30 dias de maturacdo é forma viavel e barata para se obter um alimento funcional e com
caracteristicas sensoriais Unicas, abrindo um amplo campo de pesquisa com foco na elaboragéo
de microparticulas probidticas especializadas na acentuacdo de aromas, sabores e textura de
queijos artesanais sem comprometer o processo tecnolégico artesanal ja utilizado pela indUstria

de alimentos.



