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’

“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre os ombros de gigantes.’



(Isaac Newton)
RESUMO

Diante da demanda por praticidade e valor agregado, este estudo desenvolveu, por meio de
otimizagdo, um extrato seco de taro fermentado por co-cultura de bactéria acido-latica
(Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743) e levedura (Pichia kluyveri CCMA 0615),
visando um produto funcional ndo lacteo com efeitos simbidticos e pos-bidticos e viabilidade
bacteriana superior a 6 Log UFC/mL. As condic¢des de processamento foram definidas por
Metodologia de Superficie de Resposta (DCCR), com 5,0 Log UFC/mL de P. kluyveri (fixo),
~6,9 Log UFC/mL de L. plantarum, fermentagao por 18 h a 30 °C ¢ secagem por spray drying
a 75 °C. O produto final apresentou baixa atividade de 4gua (0,38), higroscopicidade (4,04) e
pH (3,89), além de bom desempenho tecnoldgico (rendimento >50%, solubilidade >70%) e alta
sobrevivéncia dos microrganismos (L. plantarum 90,74%, P. kluyveri 47,76%). Demonstrou
estabilidade por seis meses sob refrigeracdo com viabilidade acima de 8 Log UFC/g e
resisténcia as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal. A composi¢do nutricional manteve-
se estavel, com leve redugdo de proteinas (—1,22 g/100g) e retengdo >50% do amido,
favorecendo protecdo celular e possivel efeito prebidtico. A fermentacdo aumentou a producao
de acido latico (10,64 mg/g) e compostos volateis, como hexanoico (437,90 mg/g), octanoico
(103,00 mg/g), alcool benzilico (293,40 ng/g), feniletanol (9580,00 ng/g), além de cetonas e
aldeidos que ampliaram a complexidade aromética. Esses resultados evidenciam o potencial do
extrato como ingrediente simbiotico inovador, com estabilidade, viabilidade probidtica,

geracdo de metabolitos bioativos e perfil sensorial atrativo.

Palavras-chaves: Colocasia esculenta; Otimizagdo; Simbidticos; Lactiplantibacillus
plantarum; Pichia kluyveri.



ABSTRACT

In response to current consumer demand for convenience and added value, this study
developed, through optimization, a spray-dried taro extract fermented by co-culture of lactic
acid bacteria (Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743) and yeast (Pichia kluyveri CCMA
0615). The goal was to create a non-dairy functional ingredient with symbiotic and postbiotic
effects, maintaining bacterial viability above 6 Log CFU/mL. Processing conditions were
defined using Response Surface Methodology (Central Composite Rotational Design), with 5.0
Log CFU/mL of P. kluyveri (fixed), ~6.9 Log CFU/mL of L. plantarum, fermentation for 18 h
at 30 °C, and spray drying at 75 °C. The final product showed low water activity (0.38),
hygroscopicity (4.04), and pH (3.89), with good technological performance (yield >50%,
solubility >70%) and high microbial survival (L. plantarum 90.74%, P. kluyveri 47.76%). It
remained stable for six months under refrigeration, with viability above 8 Log CFU/g and
resistance to simulated gastrointestinal conditions. Nutritional composition was preserved, with
a slight protein reduction (—1.22 g/100 g) and >50% starch retention, contributing to cell
protection and a potential prebiotic effect. Fermentation enhanced bioactive compound
production, especially lactic acid (10.64 mg/g) and volatiles such as hexanoic acid (437.90
mg/g), octanoic acid (103.00 mg/g), benzyl alcohol (293.40 ng/g), and phenylethanol (9580.00
ng/g), imparting sweet and floral aromas. Compounds like 3,5-octadien-2-one (531.74 ng/qg)
and (E)-2-nonenal (1040.00 ng/g) increased aromatic complexity. These findings highlight the
potential of the fermented taro extract as an innovative, non-dairy symbiotic ingredient, offering
physicochemical stability, high probiotic viability, postbiotic production, and a desirable

sensory profile.

Keywords: Colocasia esculenta; Optimization; Symbiotics; Lactiplantibacillus plantarum;
Pichia kluyveri.



INDICADORES DE IMPACTO

O presente trabalho possui impactos significativos de natureza social, tecnoldgica e econémica,
ao propor o desenvolvimento de um ingrediente funcional nao lacteo, em p6, com propriedades
simbidticas e pos-bidticas, obtido a partir do extrato de taro fermentado por co-cultura
probidtica. A pesquisa se insere nas areas de Saude e de Tecnologia e Producdo, conforme a
Politica Nacional de Extensdo, e esta alinhada aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
da ONU, ao promover saude e bem-estar, estimular praticas de consumo responsavel, fomentar
inovacdo industrial e apoiar o desenvolvimento de alimentos com maior valor agregado. Do
ponto de vista tecnoldgico, o possivel impacto gerado € evidenciado pela aplicacdo de
biotecnologia, pelo potencial de uso de bactérias acido-laticas e leveduras probioticas em
processos fermentativos aplicados a formulacédo de alimentos funcionais, que demonstrou alto
desempenho técnico, com taxa de sobrevivéncia superior a 90% para Lactiplantibacillus
plantarum CCMA 0743 e estabilidade por até seis meses sob refrigeracdo. O produto
apresentou rendimento do p6 superior a 50%, solubilidade acima de 70%, pH acidificado (3,84)
e baixa atividade de agua (0,38), caracteristicas que favorecem sua aplicacdo industrial. A
otimizacdo do processo por Metodologia de Superficie de Resposta, utilizando o Delineamento
Composto Central Rotacional agregou rigor técnico e reprodutibilidade, aspectos essenciais
para sua incorporagdo em linhas de producédo. Social e economicamente, a formulacdo oferece
uma alternativa inclusiva para consumidores com restricdes ao consumo de lacteos, como
intolerantes a lactose, alérgicos a proteina do leite e adeptos de dietas vegetarianas e veganas.
A escolha do taro (Colocasia esculenta), cultura subutilizada no Brasil, contribui para a
valorizacdo de espécies nativas e o fortalecimento de cadeias produtivas locais, com potencial

de geracdo de renda e incentivo a agricultura familiar.



IMPACT INDICATORS

This work has significant social, technological, and economic impacts by proposing the
development of a non-dairy functional ingredient in powder form, with symbiotic and postbiotic
properties, obtained from taro extract fermented by probiotic co-culture. The research falls
within the areas of Health and Technology and Production, in accordance with the National
Extension Policy, and is aligned with the UN Sustainable Development Goals by promoting
health and well-being, encouraging responsible consumption practices, fostering industrial
innovation, and supporting the development of higher-value-added foods. From a technological
perspective, the potential impact is evidenced by the application of biotechnology and the
potential use of lactic acid bacteria and probiotic yeasts in fermentation processes applied to
the formulation of functional foods. The research demonstrated high technical performance,
with a survival rate exceeding 90% for Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743 and stability
for up to six months under refrigeration. The product presented a powder yield of over 50%,
solubility of over 70%, acidified pH (3.84), and low water activity (0.38), characteristics that
favor its industrial application. Process optimization using Response Surface Methodology,
using the Central Composite Rotational Design, added technical rigor and reproducibility,
essential aspects for its incorporation into production lines. Socially and economically, the
formulation offers an inclusive alternative for consumers with dairy restrictions, such as those
with lactose intolerance, milk protein allergies, and vegetarian and vegan diets. The choice of
taro (Colocasia esculenta), an underutilized crop in Brazil, contributes to the appreciation of
native species and the strengthening of local production chains, with the potential to generate

income and encourage family farming.
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1. INTRODUCAO

O mercado global de probidticos e alimentos fermentados esta em rapida expansao,
impulsionado por crescentes evidéncias cientificas que comprovam os beneficios do consumo
regular desses produtos para a saude humana (Kiigiikgoz; Trzagskowska, 2022). Comumente,
produtos lacteos como iogurtes e leites fermentados sdo as principais matrizes utilizadas para o
transporte de microrganismos probioticos. No entanto, o aumento da incidéncia de intolerancia
a lactose, alergias as proteinas do leite e a crescente adocdo de dietas vegetarianas e veganas
tém fomentado a busca por alternativas ndo lacteas com propriedades funcionais (Aspri;
Papademas; Tsaltas, 2020; Zamfir; Angelescu; VVoaides; Cornea et al., 2022).

Paralelamente, o continuo avanco cientifico tem incentivado a pesquisa e a selecdo de
novas linhagens probidticas, inclusive provenientes de microrganismos isolados de
fermentacdes tradicionais. Menezes; Ramos; Cenzi; Melo et al. (2019), por exemplo, isolaram
13 cepas de leveduras de bebidas fermentadas indigenas, incluindo Saccharomyces cerevisiae
e Pichia kluyveri, que apresentaram caracteristicas tecnologicas desejaveis, como tolerancia a
condicdes adversas do trato gastrointestinal, hidrofobicidade e capacidade de adesao celular.
Essas descobertas ampliam o potencial de aplicagdo de novas leveduras em produtos
fermentados funcionais.

Além dos probidticos tradicionais, os pds-bioticos; produtos metabdlicos, fragmentos
celulares ou microrganismos inativados; tém ganhado destaque devido a sua elevada
estabilidade fisico-quimica, facilidade de manuseio, custo competitivo e perfil de seguranca
superior, especialmente para populacdes com imunidade vulneravel (Dunand; Burns; Binetti;
Bergamini et al., 2019; Ma; Tu; Chen, 2023).

Embora alimentos vegetais como frutas, hortalicas e grdos contenham prebidticos
naturalmente, a ingestdo dietética desses compostos nem sempre € suficiente para atingir niveis
ideais. Como resposta, prebidticos vém sendo produzidos por processos biotecnoldgicos e
adicionados a alimentos processados, ampliando o acesso e a disponibilidade para os
consumidores (Ferreira; Barroso; Castro; Da Rosa et al., 2023). Nesse contexto, 0
desenvolvimento de produtos que relinam simultaneamente compostos pré-, pro- e pos-bioticos
representa uma estratégia inovadora e promissora para a promogéo da salude e a prevencdo de
doencas cronicas.

Entre os potenciais substratos vegetais para fermentacdo, destaca-se a Colocasia
esculenta, popularmente conhecida como taro (Shah; Saeed; Afzaal; Waris et al., 2022).

Nutricionalmente, o taro apresenta caracteristicas bastante atrativas: seu cormo € rico em
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carboidratos, principalmente amido, que representa de 70 a 80% do peso seco da planta ((Shah;
Saeed; Afzaal; Waris et al., 2022). Esse amido é altamente fermentavel e pode ser convertido
em amido resistente de alta qualidade por meio de processos térmicos simples (Hui; Zhu; Wang,
2024; Wu; Chiou, 2021). Alem disso, a presenca de fibras solGveis e insolUveis contribui para
a estabilidade da matriz fermentativa e favorece o crescimento de microrganismos benéficos,
funcionando como prebidticos no trato gastrointestinal (Saxby; Tipton; Lee; Wang et al., 2020).
Outro aspecto relevante € o teor de proteinas do taro, que, embora inferior ao contetdo de
carboidratos totais, fornece aminoacidos essenciais importantes para o metabolismo
microbiano, visto que o nitrogénio é fundamental para a sintese de proteinas e &cidos nucleicos
(Dahiya; Chowdhury; Kumar; Ghosh et al., 2022).

Diante desse cenario, o desenvolvimento de novos ingredientes e suplementos baseados
em matrizes vegetais fermentadas, com alegacdes combinadas de pré-, pré- e pds-bidticos,
obtidos por processos otimizados que assegurem a estabilidade e a viabilidade celular, torna-se
essencial para atender a crescente demanda por alimentos funcionais ndo lacteos. Tal avanco
ndo apenas diversifica as opcdes de consumo, como também favorece a adesdo a praticas
alimentares mais saudaveis, ampliando o alcance e o impacto dos microrganismos e compostos
bioativos na promocdo da saude.

Com base nisso, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um extrato de taro
fermentado por co-cultura probidtica e seco por spray drying, com otimizacdo das condicBes
de processamento e analises fisico-quimica, morfoldgica e avaliacdo da viabilidade celular no

produto otimizado, visando consolidar o potencial simbiotico da formulagédo proposta.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.Beneficios do consumo de probidticos, pré-bioéticos e pds-bidticos
2.1.1. Probidticos

A ideia de que o consumo de probioticos é benéfico é antiga, remetendo ao seu
surgimento, quando cientista o russo Elie Metchnikoff descobriu que as bactérias do acido latico
eram capazes de auxiliar na longevidade. Desde aquela época ja existia a ideia de que o0s
probidticos poderiam modificar o que hoje conhecemos como microbiota intestinal e, a partir

disso, gerar beneficios a satde (Guarner; Sanders; Szajewska; Cohen et al., 2024).
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Com o aprimoramento e consolidacdo desse conceito, desde 2014 considera-se que
probioticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficio a satde do hospedeiro (Hill; Guarner; Reid; Gibson et al., 2014). Nesse
sentido, é importante destacar que nem todos 0s microrganismos sdo probioticos.
Consequentemente, ndo sdo todos os produtos fermentados que terdo potencial probidtico
(Dimidi; Cox; Rossi; Whelan, 2019).

Por exemplo, entre as bactéerias acido-laticas, bactérias fermentativas Gram positivas,
ndo patogénicas e ndo toxigénicas, ha varias espécies que também sdo probioticas, tais como:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactococo
lactis, e Streptococcus thermophilus (Feng; Wang, 2020). Contudo, outras espécies bacterianas,
gue nao sdo acido-laticas, como a Akkermansia mucinophila, Christensenella minutos,
Oxalobacter formigenes além de leveduras, como a Saccharomyces, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Pichia, Meyerozyma, Torulaspora, também apresentam caracteristicas que as
definem como probidticas ou potencialmente probidticas (Guarner; Sanders; Szajewska; Cohen
et al., 2024; Jang; Lee; Paik, 2024; Staniszewski; Kordowska-Wiater, 2021).

O consumo de alimentos fermentados é uma pratica humana que data desde 6.000 anos
a.C, com aumento crescente na popularidade nos Gltimos anos (Patel; Butani; Kumar; Singh et
al., 2023). Os alimentos fermentados sé&o aqueles que passam por processos microbianos
controlados, com crescimento e conversdo de componentes alimentares por meio de acéo
enzimatica. Sua composicdo em si gera beneficios aos alimentos, dada sua capacidade de
modificacdo e agregacdo de sabor, bem como do aumento da vida de prateleira (Dimidi; Cox;
Rossi; Whelan, 2019). Contudo, o grande diferencial em termos de beneficios a salde, é
atrelado ao consumo dos microrganismos geralmente presentes nestes alimentos, com
propriedades probidticas. Dessa forma, bactérias e leveduras devem apresentar como pré-
requisito - empregados pela comunidade cientifica para sua selecdo — as seguintes
caracteristicas: 1) ndo ser patogénico; Il) resistir a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI);
I11) ser capaz de persistir no TGI; V) prevenir a aderéncia de patdgenos ao epitélio intestinal;
V) apresentar capacidade de influenciar o metabolismo local; e VI) ser seguro e eficaz
(Massoud; Jafari; Khosravi-Darani, 2024; Silva; Sardi; Pitangui; Roque et al., 2020).

Os mecanismos de atuacao dos probioticos que geram beneficios a saude do hospedeiro
atraveés da modulacgéo da microbiota intestinal sdo diversos, incluindo beneficios imunolégicos
e ndo imunoldgicos (Gebrayel; Nicco; Al Khodor; Bilinski et al., 2022; Wieérs; Belkhir; Enaud,;
Leclercq et al., 2020).



14

Através da interacdo com a microbiota intestinal, os probidticos estimulam os
mecanismos imunolégicos da mucosa intestinal, favorecendo a identificagdo de antigenos,
microrganismos patogénicos e compostos estranhos (Levy; Kolodziejczyk; Thaiss; Elinav,
2017). Com isso, o sistema de defesa torna-se mais efetivo, impedindo o aumento da
permeabilidade intestinal e consequente inflamacdo cronica de baixo grau. Esse quadro é
conhecido como endo toxemia metabodlica, e € 0 mecanismo chave para o desenvolvimento das
mais diversas doengas cronicas como obesidade, diabetes, cancer, entre outras doencas
inflamatdrias (Mohammad; Thiemermann, 2021).

A melhoria da barreira intestinal também estimula a ativacdo de macrdéfagos e aumenta
a producéo de imunoglobulina A (IgA), fortalecendo o sistema de defesa corporal e, portanto,
a identificacdo de compostos estranhos (Mohammad; Thiemermann, 2021). Quanto maior a
eficiéncia no reconhecimento desses compostos, menor o risco de aumento da permeabilidade
intestinal e do desenvolvimento de inflamacédo crénica de baixo grau. Como resultado, ocorre
a reducdo da probabilidade de instalacdo de um quadro inflamatério persistente, assim como a
incidéncia de doencas associadas a inflamacdo cronica (Wieérs; Belkhir; Enaud; Leclercq et
al., 2020; Zhang; Zhang; Sun; Huang et al., 2022).

Entre os beneficios ndo imunoldgicos cita-se a producdo dos acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), como o &cido acético, propibnico e butirico. Esses metabdlitos desempenham
um papel essencial na manutencao da salde intestinal, especialmente o butirato, que atua como
a principal fonte de energia para os colondcitos — células da mucosa intestinal (Liu; Wang;
Yang; Zhang et al., 2021). Sua acdo fortalece a barreira epitelial ao modular a expressao de
proteinas de juncdo estreita, reduzindo a permeabilidade paracelular e prevenindo a
translocacdo bacteriana. Como resultado, hd uma menor propensdo ao desenvolvimento de
inflamacédo cronica de baixo grau, promovendo um ambiente intestinal mais equilibrado e
saudavel (Carretta; Quiroga; Lopez; Hidalgo et al., 2021). Além disso, a producdo de AGCC
favorece a reducdo do pH do célon, melhorando o crescimento de bactérias comensais - que
ndo geram toxicidade ou efeito patogénico ao hospedeiro - e inibindo a multiplicacdo de
bactérias patogénicas, que sdo 0s microrganismos responsaveis pelo desenvolvimento da
permeabilidade intestinal e da inflamacdo cronica de baixo grau (Garcia-Montero; Fraile-
Martinez; Gomez-Lahoz; Pekarek et al., 2021; Liu; Wang; Yang; Zhang et al., 2021).

Os probioticos também melhoram integridade da barreira intestinal, pela inducéo da
expressdo de mucinas, glicoproteinas estruturais essenciais para a formagdo e manutencdo da
camada de muco que reveste o epitélio intestinal. Essa camada mucosa atua como uma barreira

fisica e bioquimica, restringindo o contato direto entre microrganismos e o epitélio, além de
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conter peptideos antimicrobianos e imunomoduladores (Guo; Li; Tang; Chang et al., 2022). O
espessamento e a funcionalidade aprimorada dessa matriz mucosa dificultam a translocagéo de
antigenos e moléculas estranhas, exigem a necessidade de ativacdo da resposta imunoldgica
inata e adaptativa, o que, por sua vez, minimiza a producéo de citocinas inflamatorias (Garcia-
Montero; Fraile-Martinez; GoOmez-Lahoz; Pekarek et al., 2021; Guo; Li; Tang; Chang et al.,
2022).

Além dos efeitos na barreira mucosa, 0s probioticos exercem fungdes metabdlicas
relevantes, como a facilitacdo da digestdo de substratos alimentares complexos, promovendo
um ambiente favoravel para o crescimento de microrganismos comensais benéficos. Na
auséncia de probidticos, a fermentacdo de residuos alimentares por bactérias patogénicas e
patobiontes pode resultar na producdo de metabdlitos pré-inflamatorios e na disbiose intestinal.
Assim, um intestino integro ira desempenhar melhor a sua funcéo primaria de digestdo dos
alimentos, permitindo maior eficiéncia no aproveitamento nutricional dos alimentos (Guarner;
Sanders; Szajewska; Cohen et al., 2024; Liu; Ma; Feng; Zhou et al., 2023).

Diante do conhecimento a respeito dos efeitos benéficos do consumo de probidticos,
cada vez mais estudos tem buscado a ampliacdo da gama de microrganismos com tais
caracteristicas. Menezes; Ramos; Cenzi; Melo et al. (2019), isolaram 13 cepas de leveduras de
diferentes alimentos fermentados indigenas, dos quais 12 eram espécies de Sacharomyces.
cerevisiae (nove da bebida indigena caxiri e trés do kefir) e um isolado Pichia kluyveri (da
fermentacao de cacau). Tais isolados mostraram caracteristicas tecnoldgicas probioticas, como
sobrevivéncia a 37 °C, tolerancia a baixo pH e sais biliares, alto nivel de hidrofobicidade,
capacidade de autoagregacdo, coagregacdo com patdgenos e adesdo as células Caco-2
(Menezes; Ramos; Dias; Schwan, 2018). J&4 Miranda; Souza; Costa Sobrinho; Dias et al. (2023),
encontraram 12 cepas de leveduras isoladas de pingo de queijo minas artesanal, com potencial
probiético, das quais nove eram das espécies Yarrowia lipolytica e Kodamaea ohmeri.

Outros autores também encontraram esse potencial em cepas de bactérias de diferentes
origens. Alguns exemplos sdo os Lactiplantibacillus plantarum isolados de bebida indigena
cauim, leite cru holandés e vegetais fermentados artesanalmente em Shaanxi, China (Fonseca;
De Sousa Melo; Ramos; Dias et al., 2021; Liu; Xue; Ding; An et al., 2022; Zhang; Lai; Zhou;
Yang et al., 2022) e Lactobacillus brevis de vegetais fermentados artesanalmente em Shaanxi,
China (Fonseca; De Sousa Melo; Ramos; Dias et al., 2021; Liu; Xue; Ding; An et al., 2022;
Zhang; Lai; Zhou; Yang et al., 2022). Dessa forma, a incorporacdo de probidticos na dieta
representa uma estratégia promissora para a promog¢éo da salde e o equilibrio da microbiota

intestinal.
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Nesse cenario, observa-se que o impacto benéfico dos probioticos pode ser amplificado
qguando combinados com compostos que favorecem seu crescimento e atividade no trato
gastrointestinal. E nesse contexto que surgem os prebi6ticos, cuja funcao principal é atuar como
substratos seletivos para microrganismos benéficos, potencializando seus efeitos sobre a saude

do hospedeiro.

2.1.2. Prebioticos

Os prebidticos constituem uma classe de ingredientes funcionais que vém ganhando
relevancia na area de alimentos e nutricdo, especialmente por sua atuacdo sinérgica com 0s
probidticos. Sdo compostos bioativos adicionados ou naturalmente presentes em alguns
alimentos que servem como substratos para microrganismos especificos do trato
gastrointestinal, conferindo beneficios a saude (Wu; Chiou, 2021). Para ser considerado um
prebidtico, os compostos devem apresentar as seguintes caracteristicas: (1) resisténcia a
digestdo, (2) fermentacdo seletiva por microbiota potencialmente benéfica no colon e (3)
estimulacéo seletiva do crescimento de probidticos (Slavin, 2013).

Os principais prebi6ticos conhecidos incluem oligossacarideos e polissacarideos como
frutooligossacarideos (FOS), inulina e amido resistente (Rezende; Lima; Naves, 2021). Seu
principal alvo sdo espécies benéficas do trato gastrointestinal, especialmente Lactobacillus e
Bifidobacterium, cuja fermentacdo gera acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) — acetato,
propionato e butirato — associados a promo¢ao da salde intestinal, ao metabolismo energético
e a resposta imunolégica (Obayomi; Olaniran; Owa, 2024).

Embora naturalmente encontrados em pequenas quantidades em alimentos de origem
vegetal, como frutas, verduras e grdos, a quantidade ideal de prebidticos nem sempre €
alcancada apenas pela dieta. Por esse motivo, muitos prebidticos sdo produzidos
biotecnologicamente e adicionados a alimentos processados para facilitar seu consumo e torna-
los mais acessiveis aos consumidores (Ferreira; Barroso; Castro; Da Rosa et al., 2023).

Atualmente, ndo existem recomendacdes dietéticas oficiais para a "ingestdo adequada”
ou "dose diaria recomendada” de prebidticos em individuos saudaveis. A quantidade de
prebioticos associada a efeitos benéficos a saude geralmente varia entre 3 e 20 g por dia,
podendo ser administrada em doses fracionadas ao longo do dia. Essa dosagem, no entanto, é
especifica para cada tipo de prebidtico e deve ser determinada com base na quantidade
comprovadamente eficaz para promover os efeitos desejados (Hutkins; Walter; Gibson; Bedu-
Ferrari et al., 2024; Scott; Grimaldi; Cunningham; Sarbini et al., 2019).
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Um exemplo é o posicionamento da Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar,
que, em 2015, reconheceu que o consumo diario de 12 g de inulina de chicoria nativa contribui
para a manutencdo da funcdo intestinal normal, ao aumentar a frequéncia das evacuacgoes
(Agostoni; Canani; Fairweather-Tait; Heinonen et al., 2015). Por outro lado, o Colégio
Americano de Gastroenterologia recomendou evitar 0 uso de prebidticos em pacientes com
sindrome do intestino irritavel e outras doencas inflamatorias intestinais, pois seu uso pode
induzir disbiose intestinal e agravar o quadro clinico (Ford; Moayyedi; Chey; Harris et al.,
2018). Portanto, a dose efetiva determinada para um prebidtico ndo pode ser automaticamente
extrapolada para outros, sendo necessario avalia-la de forma independente, de acordo com sua
aplicacdo especifica (Le Bastard; Chapelet; Javaudin; Lepelletier et al., 2019).

Dentre os beneficios atribuidos ao consumo de prebioticos destacam-se a modulacéo da
microbiota intestinal, o fortalecimento da barreira epitelial, 0 aumento da absorcéo de calcio e
a reducdo de processos inflamatdrios intestinais (Carlson; Erickson; Lloyd; Slavin, 2018). Ha&
também evidéncias de que seu consumo pode contribuir para a prevencdo € 0 manejo de
doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT), como doengas cardiovasculares, resisténcia a
insulina, obesidade, sindrome metabdlica e diabetes tipo 2 (Kim; Keogh; Clifton, 2017; Wu;
Chiou, 2021). Grande parte desses efeitos benéficos é atribuida a fermentacdo de fibras
prebidticas no colon, promovendo o crescimento de bactérias benéficas e a produgdo de AGCCs
(Wu; Chiou, 2021).

Nos altimos anos, a incorporacdo de prebidticos em alimentos fermentados tem se
mostrado uma estratégia promissora para potencializar a viabilidade e os efeitos dos
microrganismos probiéticos, compondo produtos simbidticos (Martin; Langella, 2019). A
adicdo de prebidticos a alimentos como iogurtes, bebidas vegetais fermentadas, Kombucha e
kefir tem demonstrado melhorar tanto o perfil sensorial quanto a estabilidade microbiol6gica
dos produtos (Ferreira; Barroso; Castro; Da Rosa et al., 2023; Shori; Al Zahrani, 2022).

Além dos alimentos tradicionais, a industria de alimentos tem investido
significativamente no desenvolvimento de novos produtos funcionais e até mesmo embalagens
bioativas com caracteristicas simbidticas (probidticos e prébioticos adicionados em conjunto)
(Nambiar; Perumal; Shittu; Sadiku et al., 2023).

Esses produtos incluem barras energéticas, bebidas, sopas instantaneas, farinhas
enriquecidas e suplementos em pd, que visam facilitar o consumo diario de prebidticos de forma
pratica e eficiente. O uso de matérias-primas alternativas, como subprodutos agroindustriais
(por exemplo, casca de frutas, extratos vegetais e residuos ricos em fibras), tem sido uma

tendéncia sustentavel e inovadora nesse contexto (Patel; Butani; Kumar; Singh et al., 2023).



18

Portanto, os prebioticos representam um campo de pesquisa importante na nutrigdo e da
tecnologia de alimentos. Sua incorporagéo em alimentos fermentados e o desenvolvimento de
novos produtos enriquecidos com esses compostos ampliam as formas de promocdo da salde
humana por meio da dieta, alinhando-se as demandas contemporaneas por alimentos mais
saudaveis, sustentaveis e tecnologicamente avangados.

Além dos efeitos promovidos pelos probioticos e prebidticos, pesquisas mais recentes
tém evidenciado que mesmo na auséncia da viabilidade celular, compostos microbianos podem
exercer importantes funcgdes fisioldgicas. Esse entendimento deu origem ao conceito de pos-
bidticos (Liu; Yang; Liu; Jiang et al., 2022; Mehta; Ayakar; Singhal, 2023).

2.1.3. Pbs-bioticos

Nos ultimos anos, a microbiologia e a ciéncia dos alimentos tém sido impulsionadas por
novas perspectivas que buscam ampliar a compreensdo dos efeitos benéficos dos
microrganismos além de sua viabilidade celular (Cuevas-Gonzélez; Liceaga; Aguilar-Toala,
2020). Nesse contexto, surgem os chamados p6s-bidticos, definidos como células microbianas
ndo viaveis, componentes estruturais ou metabo6litos biologicamente ativos, geralmente
produzidos durante processos fermentativos, capazes de promover efeitos benéficos a salde
humana (Vera-Santander; Hernandez-Figueroa; Jiménez-Munguia; Mani-L6pez et al., 2023).

Entre os principais compostos presentes nesses produtos, destacam-se estruturas da
parede celular, como peptidoglicanos e lipoproteinas, além de metabdlitos como &cidos graxos
de cadeia curta (AGCCs), bacteriocinas, enzimas, vitaminas e outras moléculas bioativas, que
podem atuar no organismo humano de maneira semelhante aos probidticos vivos (Ma; Tu;
Chen, 2023; Salminen; Collado; Endo; Hill et al., 2021).

Comparados aos probidticos, os pds-bidticos apresentam caracteristicas tecnologicas e
funcionais relevantes. Por se tratar de microrganismos inativos ou de seus derivados, possuem
maior estabilidade fisico-quimica o que facilita 0 armazenamento, 0 manuseio e a distribuicdo
e podem ser mais viaveis economicamente (Dunand; Burns; Binetti; Bergamini et al., 2019).
Do ponto de vista da seguranga, seu uso elimina o risco de colonizagdo exacerbada ou
translocacdo  bacteriana,  aspectos  especialmente  importantes em individuos
imunocomprometidos e neonatos. Adicionalmente, ha um risco diminuido de transferéncia de
genes de resisténcia antimicrobiana, fenbmeno normalmente associado ao uso de

microrganismos vivos (Ma; Tu; Chen, 2023).
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Os beneficios atribuidos ao consumo de pds-bidticos tém sido extensivamente
investigados e, de forma geral, sdo semelhantes aqueles promovidos por microrganismos
probidticos. Estudos indicam que essas substancias podem modular positivamente a microbiota
intestinal, promovendo o equilibrio do ecossistema intestinal e a inibicdo do crescimento de
patégenos (Cicenia; Santangelo; Gambardella; Pallotta et al., 2016; Kareem; Hooi Ling; Teck
Chwen; May Foong et al., 2014; Seo; Gyu Lee; Young Eor; Jin Jeon et al., 2022). Além disso,
0s pos-bidticos apresentam atividade antimicrobiana por meio da producéo de compostos com
acao antagonista contra patdgenos, reforcando seu potencial profilatico e terapéutico, na
protecdo contra infecgdes (Bendjeddou; Fons; Strocker; Sadoun, 2012; Rajakovich; Balskus,
2019). Contribuem ainda para a integridade da barreira intestinal, fortalecendo as jungdes
epiteliais e reduzindo a permeabilidade intestinal, elementos cruciais para a manutencdo da
salde gastrointestinal (Martyniak; Medynska-Przeczek; Wedrychowicz; Skoczen et al., 2021).

Adicionalmente, Homayouni Rad; Aghebati Maleki; Samadi Kafil e Abbasi (2021),
observaram que o0s pos-bidticos tém elevada capacidade de absorcdo pelo metabolismo e
sinalizacdo para varios Orgaos e tecidos, podendo ativar diversas respostas bioldgicas que
beneficiam o consumidor. Evidéncias indicam que essas moléculas sdo capazes de modular o
sistema imune, estimulando mecanismos de defesa e atenuando processos inflamatérios
sisttmicos, o que pode ser til na prevencdo e controle de doencas inflamatdrias crénicas
(Mehta; Ayakar; Singhal, 2023). Outro estudo recente também aponta sua influéncia positiva
no metabolismo do hospedeiro, regulando vias bioquimicas associadas a homeostase
energética, ao controle glicémico e de sinalizacdo celular (Bourebaba; Marycz; Mularczyk;
Bourebaba, 2022).

Como exemplo da influéncia positiva sobre o metabolismo humano, os AGCCs
resultantes da fermentacdo prebiotica exercem mdaltiplas fung6es no organismo. Eles promovem
a acidificacdo do ambiente intestinal, reduzindo o pH e o crescimento de bactérias patogénicas,
por consequéncia (Roupar; Gonzalez; Martins; Gongalves et al., 2023). O pH mais &cido
também favorece a absorcdo de célcio no intestino distal, promovendo a salde dssea e
reduzindo o risco de osteoporose (Carlson; Erickson; Lloyd; Slavin, 2018).

Além disso, os colondcitos, células que revestem o coélon, utilizam os AGCCs,
especialmente o butirato, como fonte energética. Este AGCC contribui para a preservacgéo da
integridade da barreira intestinal e para a regeneracéo do epitélio, estimulando ainda a producéo
de proteinas de juncéo estreita e mucinas, que atuam como barreiras contra a translocacéo de
patdgenos e substancias pré-inflamatorias (Fei; Chen; Han; Zhang et al., 2023; Ney;

Wipplinger; Grossmann; Engert et al., 2023).
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Do ponto de vista metabdlico, os AGCCs modulam processos sistémicos ao ativar
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), como GPR41 (FFAR3) e GPR43 (FFAR2),
envolvidos na transducdo de sinais metabdlicos (Aoki; Kamikado; Suda; Takii et al., 2017;
Silva; Bernardi; Frozza, 2020; Van Der Hee; Wells, 2021).

O GPR41, mais responsivo ao butirato e propionato, é ativado em células
enteroendocrinas, promovendo a liberacéo do peptideo YY (PYY), que reduz o apetite, diminui
a motilidade intestinal e melhora a sensibilidade a insulina (Silva; Bernardi; Frozza, 2020). O
GPR43, por sua vez, apresenta maior afinidade por acetato e propionato; sua ativacdo em
adipocitos inibe o acumulo de gordura e estimula o metabolismo lipidico, alem de induzir a
secrecao do peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), que estimula a secrecdo de insulina e
reduz a glicemia (Anachad; Taouil; Taha; Bennis et al., 2023; Arora; Rudenko; Egerod; Husted
et al., 2019; Fujinaga; Ohta; Endo; Nakanuma et al., 2022).

Outro efeito importante dos AGCCs é a inducdo do escurecimento do tecido adiposo
branco (TAB), um processo que converte adipécitos brancos em adipdcitos "beges”, ou
“amarronzados”, metabolicamente mais ativos. Diferente do TAB, que armazena energia, 0
tecido adiposo marrom (TAM) é especializado na termogénese, aumentando o gasto energético
corporal (em mais de 40%) por meio da acdo da proteina desacopladora-1 (UCP-1) (Moreno-
Navarrete; Fernandez-Real, 2019). Estudos indicam que o acetato estimula a formacéo de
adipdcitos beges e que o butirato regula a termogénese via ativacdo da enzima LSD1,
responsavel pela regulacdo da UCP-1 (Hu et al., 2016; Wang et al., 2020). Essa modulacdo da
termogénese possui efeitos antiobesogénicos e favorece o equilibrio metabdlico (Park; Sharma;
Lee, 2023).

Diante desse panorama, 0s pos-bidticos representam uma alternativa segura, estavel e
funcional para promover a salde humana, especialmente em contextos nos quais a
administracdo de microrganismos vivos ndo € recomendada. Seu potencial de aplicacdo na
indUstria de alimentos, suplementos e produtos farmacéuticos impulsiona o crescente interesse
por essa classe emergente de compostos bioativos.

Considerando os amplos beneficios a satide promovidos por probioticos, prebidticos e
pos-bidticos, torna-se essencial garantir que esses compostos mantenham sua estabilidade,
funcionalidade e seguranca até o momento do consumo e durante sua passagem no trato
gastrointestinal. Nesse contexto, tecnologias como a microencapsulagdo surgem como
ferramentas estratégicas para proteger esses agentes funcionais de condi¢des adversas,

possibilitando sua liberacdo controlada em regides-alvo do organismo. A seguir, seréo
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abordadas as principais caracteristicas e avangos tecnoldgicos relacionados ao processo de

encapsulamento, com énfase na aplicagdo em probidticos.

2.1.4. Microencapsulacao

O encapsulamento é uma técnica amplamente utilizada no desenvolvimento de novos
produtos e suplementos probidticos. Além da inddstria alimenticia, setores como o
farmacéutico, cosmético e agroquimico empregam essa tecnologia com o objetivo de preservar
a estabilidade, funcionalidade e biodisponibilidade dos compostos ativos, facilitando o acesso
dos consumidores (Yao; Xie; Du; Mcclements et al., 2020). Trata-se de um processo avancado
da engenharia de materiais e biotecnologia que consiste na protecdo e aprisionamento de
particulas sélidas, goticulas liquidas ou gases dentro de uma camada de revestimento, formando
pequenas capsulas (Choudhury; Meghwal; Das, 2021).

Em geral, essa técnica é aplicada a substancias sensiveis, como compostos aromaticos,
vitaminas, 6leos essenciais, enzimas, antioxidantes, farmacos e probidticos, protegendo-os de
fatores externos como umidade, temperatura, oxidacéo e degradacdo enzimatica (Pech-Canul;
Ortega; Garcia-Triana; Gonzalez-Silva et al., 2020; Rajam; Subramanian, 2022; Souza; Santos;
Cunha; Pacheco et al., 2024). Além da protecdo, o encapsulamento possibilita a liberacao
controlada dos ativos, garantindo uma absorcdo gradual e eficiente. Isso potencializa seus
efeitos terapéuticos e funcionais, tornando a tecnologia essencial para diversas aplicacdes
(Calderdn-Oliver; Ponce-Alquicira, 2022; Choudhury; Meghwal; Das, 2021).

No contexto da encapsulacéo de probidticos ou microencapsulacdo, 0s microrganismos
benéficos sdo revestidos por um material protetor, denominado material de parede. Esse
revestimento, quando aplicado de maneira eficaz, desempenha um papel essencial na protecdo
dos probi6ticos contra condi¢des adversas, tanto durante o processo de encapsulamento, como
altas temperaturas e estresse mecanico, quanto fatores ambientais externos, como oxidacéo,
umidade e pH extremos. Como resultado, ha uma reducéo significativa na perda de viabilidade
dos microrganismos e um aumento da estabilidade, o que contribui diretamente para a
ampliacdo do tempo de prateleira dos produtos que os contém (Pech-Canul; Ortega; Garcia-
Triana; Gonzalez-Silva et al., 2020; Zhu; Wang; Bai; Deng et al., 2021).

Os probidticos tém como principal destino o intestino grosso, onde exercem seus efeitos
benéficos. Sua agdo eficaz estd ligada a recomendacdo de que as formulagbes contenham
microrganismo probidticos na faixa de 108-10° UFC/g (unidades formadoras de coldnia por

grama) no momento do consumo, garantindo uma contagem minima de 10°-10” UFC/g no
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intestino grosso. No entanto, a passagem pelo trato gastrointestinal representa um grande
desafio, pois os microrganismos enfrentam o ambiente acido do estdmago (pH =~ 2) e a agdo de
enzimas digestivas, fatores que podem comprometer sua sobrevivéncia (Rajam; Subramanian,
2022). Diante disso, a liberacdo controlada de probioticos surge como uma estratégia para
maximizar sua eficicia, direcionando 0s microrganismos para as regides-alvo do trato
gastrointestinal, onde eles poderdo exercer seus efeitos terapéuticos de forma mais eficiente
(Afzal; Afzaal; Saeed; Shah et al., 2024; Kowsalya; Sudha; Ali; Velmurugan et al., 2023).

O uso de materiais de parede adequados na encapsulacdo ndo s protege as células
probidticas, como também favorece sua sobrevivéncia durante o armazenamento e o
processamento industrial (Liao; Pang; Jin; Xu et al., 2020; Zhang; Gu; You; Sela et al., 2021).
Além disso, essa tecnologia permite a diversificacdo das formas de consumo, possibilitando
que os probidticos sejam comercializados em po, capsulas, comprimidos ou incorporados a
alimentos funcionais, como iogurtes, bebidas fermentadas e barras nutricionais (Koh; Lim; Tan;
Kobun et al., 2022; Muzzafar; Sharma, 2018; Ramirez-Olea; Herrera-Cruz; Chavez-Santoscoy,
2024).

Devido ao baixo custo e alta eficiéncia de rendimento, a secagem por atomizacéo (spray
drying) € uma das tecnologias mais utilizadas para a microencapsula¢do de probioticos. No
entanto, fatores como desidratacdo térmica, perda de umidade e estresse oxidativo podem
comprometer a viabilidade dos microrganismos. Com 0 objetivo de minimizar essas perdas, a
selecdo do material de parede torna-se um fator essencial (Zhou; Xu; Dong; Hu et al., 2023).
Assim, para serem usados em probioticos, os materiais encapsulantes devem ser de qualidade
alimentar, biodegradaveis, capazes de formar uma barreira fisica entre o nicleo e 0 ambiente
externo e ndo reagir com o material de nicleo (Rajam; Subramanian, 2022). Além disso, é
fundamental que ele seja adequado e economicamente viavel, levando em consideracdo as
caracteristicas do nucleo e sua aplicacdo pratica. Assim, 0s principais critérios para sua escolha
baseiam-se na capacidade de preservagdo da sobrevivéncia celular microbiana durante o
processamento e 0 armazenamento prolongado, bem como em propriedades como solubilidade,
fluidez, formacdo de filme e emulsificacdo (Li; Guo; Lin; Bao et al., 2023).

Na microencapsulagdo de probidticos por spray drying, diversos materiais tém sido
empregados como agentes de parede, incluindo carboidratos (maltodextrina, goma arabica,
amido e inulina), proteinas (proteina do soro do leite, caseina e gelatina), lipidios (lecitina) e
outros biopolimeros (alginato e quitosana) (Misra; Pandey; Dalbhagat; Mishra, 2022). Dentre
0s materiais de parede, as proteinas tém se mostrado altamente eficazes na protegdo e

viabilidade dos microrganismos (Li; Guo; Lin; Bao et al., 2023). Soukoulis; Behboudi-
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Jobbehdar; Yonekura; Parmenter et al. (2013) encontraram que o uso de proteina do soro de
leite como um dos componentes do material de parede, aumentou em até 70% a sobrevivéncia
de Lactobacillus acidophilus NCIMB 701748. Dianawati; Lim; Ooi e Shah (2017), de forma
semelhante, observaram que a adicdo de materiais a base de proteina também aumentou a
sobrevivéncia de L. acidophilus durante a exposicdo a condicdo gastrointestinal simulada em
comparacao ao controle, sem adicdo de proteinas.

As proteinas possuem excelente capacidade emulsificante, formam matrizes
estruturadas e coesas e criam barreiras eficientes contra a difusao de oxigénio, fatores essenciais
para preservar a integridade das células probiéticas (Razavi; Janfaza; Tasnim; Gibson et al.,
2021). Além disso, proteinas como whey protein e caseina demonstram boa solubilidade em
meio aquoso, o que favorece a reidratacdo das microcapsulas e a liberacdo dos probidticos em
ambientes especificos, no trato gastrointestinal (Burgain; Corgneau; Scher; Gaiani, 2015;
Burgain; Gaiani; Cailliez-Grimal; Jeandel et al., 2013).

Apesar de ser uma técnica eficiente, o custo dos materiais utilizados como parede na
formulacdo de microcdpsulas por secagem por spray deve ser criteriosamente avaliado,
especialmente em aplicagdes industriais. Proteinas de alta pureza, como whey protein isolada e
caseina hidrolisada, embora apresentem excelente capacidade emulsificante e formadora de
filme, podem encarecer significativamente o processo, reduzindo suas previsdes econémicas
em larga escala (Kowalska; Ziarno; Ekielski; Zelazinski, 2022; Soukoulis; Behboudi-
Jobbehdar; Yonekura; Parmenter et al., 2013). Como alternativa, proteinas de menor custo,
como proteinas de soro concentradas e proteinas vegetais derivadas de soja ou ervilha, vém
sendo amplamente estudadas devido ao seu potencial para substituir parcialmente proteinas de
alto valor agregado, mantendo um equilibrio entre desempenho tecnoldgico e previsfes
econdmicas (Arslan; Erbas; Tontul; Topuz, 2015; Dianawati; Lim; Ooi; Shah, 2017).

Além das proteinas, os carboidratos desempenham um papel essencial na
microencapsulacdo, contribuindo tanto para a formacdo da matriz protetora quanto para a
estabilidade das microcapsulas. Substancias como maltodextrina, goma arabica e sacarose sao
frequentemente utilizadas devido a sua solubilidade em agua, baixa higroscopicidade e
capacidade de formar peliculas protetoras ao redor dos microrganismos encapsulados
(Kowalska; Ziarno; Ekielski; Zelazinski, 2022; Zhou; Xu; Dong; Hu et al., 2023). A associacio
entre proteinas e carboidratos tem se mostrado uma estratégia eficaz para atualizar propriedades
tecnoldgicas, reduzir custos e melhorar a taxa de sobrevivéncia dos microrganismos durante o
processamento e armazenamento (Yao; Liu; He; Hu et al., 2023; Ying; Sun; Sanguansri;
Weerakkody et al., 2012).
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Além desses carboidratos, outros polimeros naturais, como amido, alginato e pectina,
vém sendo explorados na microencapsulagéo, devido ao seu baixo custo, ampla disponibilidade
e propriedades funcionais desenvolvidas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade
(Annan; Borza; Hansen, 2008; Razavi; Janfaza; Tasnim; Gibson et al., 2021; Xie; Zhao; Liu;
Yue et al., 2023). O amido, em particular, destaca-se como material de parede promissor,
devido ao seu baixo custo e ampla disponibilidade, sendo encontrado em diversas fontes
vegetais (Hoyos-Leyva; Bello-Pérez; Alvarez-Ramirez; Garcia, 2018).

Como um dos principais polissacarideos naturais, 0 amido é reconhecido por sua
seguranga no consumo, baixo custo, auséncia de alergenicidade e capacidade de formar géis
com estrutura forte e flexivel, sem alterar caracteristicas sensoriais como cor, sabor e odor
guando incorporado a outros produtos (Zhao; Li; Xia; Kang et al., 2023). O amido é composto
por dois polimeros principais: a amilose, responsavel pela formacéo de géis e filmes resistentes,
e a amilopectina, que confere maior solubilidade e flexibilidade as capsulas (Razavi; Janfaza;
Tasnim; Gibson et al., 2021). A liberacdo do componente encapsulado ocorre a partir do
envoltorio de amido, sendo influenciada por variacdes de pH, temperatura, difusdo de fluidos
externos, reacdes quimicas, hidratacdo enzimatica ou ruptura mecéanica (Chen; Su; Li; Man et
al., 2024; Qi; Tester, 2019).

O amido resistente, que ndo é digerido no intestino delgado por enzimas pancreaticas, é
amplamente utilizado para fins de encapsulamento, proporcionando uma liberacdo mais
eficiente das células em um estado viavel e metabolicamente ativo no intestino grosso (Razavi;
Janfaza; Tasnim; Gibson et al., 2021). Esse tipo de amido ¢ classificado em cinco categorias,
com base em suas propriedades fisico-quimicas. O AR1, ou amido fisicamente encapsulado,
esta presente em gréos integrais, sementes e leguminosas, onde a estrutura celular protege
fisicamente o amido, dificultando a acdo das enzimas digestivas. O AR2, denominado amido
granular resistente, é encontrado em alimentos ricos em amido cru, como batata crua e banana
verde, cuja estrutura cristalina reduz sua digestibilidade. O AR3, conhecido como amido
retrogradado, forma-se durante o cozimento e posterior resfriamento de alimentos ricos em
amido, como batatas cozidas e arroz resfriado, tornando-se mais resistente a digestdo. O AR4,
ou amido quimicamente modificado, é produzido industrialmente por meio de processos
quimicos, como ligacdes cruzadas ou esterificacdo, que aumentam sua resisténcia a digestéo.
Por fim, o0 AR5, chamado de complexo amido-lipidio, é obtido por nanotecnologia, na qual
moléculas de lipidios sdo conjugadas as de amido, conferindo maior resisténcia a digestao

enzimatica (Gutiérrez; Bello-Pérez, 2022; Tekin; Dincer, 2022).
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Apesar de serem mais resistentes a digestdo, nem todos os tipos de amido, citados
anteriormente, sdo adequados como materiais de parede para microcapsulas. O AR1 e 0 AR2
apresentam instabilidade durante processos de mobilidade, aquecimento e expanséo,
comprometendo sua funcionalidade. Em contrapartida, 0 AR3 destaca-se por sua elevada
resisténcia a digestdo por amilases pancreaticas, além de apresentar excelente estabilidade
térmica e alta capacidade de retencdo de agua, caracteristicas essenciais para a preservagdo da
estrutura celular de microrganismos encapsulados. De forma semelhante, 0 AR4 também
demonstra alta estabilidade e resisténcia a digestdo, sendo um material promissor para
microencapsulacdo. No entanto, sua aplicacdo em larga escala é limitada devido a preocupacdes
ambientais relacionadas aos processos quimicos envolvidos. Em relagcdo ao AR5, h& poucos
estudos sobre sua viabilidade como material de parede, evidenciando uma lacuna na literatura
que requer investigacdo adicional (Tekin; Dincer, 2022; Zhao; Li; Xia; Kang et al., 2023).

Dessa forma, a utilizacdo do amido resistente dos tipos 3 e 4 na tecnologia de
microencapsulacdo apresenta grande potencial para aumentar a estabilidade e a vida util de
compostos sensiveis, melhorando a resisténcia térmica e promovendo a liberacéo controlada de
probidticos e outras moléculas biologicamente ativas (Misra; Pandey; Dalbhagat; Mishra,
2022). Muhammad; Ramzan; Huo; Tian et al. (2017) observaram que revestimentos compostos
por amidos resistentes atingiram taxas de eficiéncia superiores a 90% na microencapsulacao de
Lactobacillus acidophilus KLDS 1.1003. Além disso, verificaram que formulacbes contendo
amido resistente resultaram em melhores taxas de sobrevivéncia de Lactiplantibacillus
plantarum KLDS 1.0344 durante o armazenamento e sob condicdes gastrointestinais
simuladas.

Assim, além de ser economicamente vantajoso em comparacdo a outros materiais de
parede, 0 amido apresenta excelente capacidade de formacéo de filme, estabilidade térmica e
resisténcia a umidade, contribuindo para a protecdo e liberacdo controlada dos probidticos
(Razavi; Janfaza; Tasnim; Gibson et al., 2021). Sua modificagdo quimica ou fisica pode
aprimorar ainda mais suas propriedades funcionais, tornando-o um agente encapsulante
altamente eficaz para aplica¢Ges industriais em larga escala. Além disso, a crescente demanda
por sistemas de encapsulamento naturais e sustentaveis reforca a importancia do amido como

uma alternativa promissora na industria alimenticia, farmacéutica e biotecnologica.
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2.1.5. Taro (Colocasia esculenta)

Diante da importancia do material de parede na eficiéncia da microencapsulacéo, tem-
se intensificado a busca por fontes naturais, sustentaveis e de baixo custo que apresentem boas
propriedades tecnoldgicas e funcionais. Nesse cenério, o taro (Colocasia esculenta) tem se
destacado como uma alternativa promissora, especialmente no setor alimenticio, por ser rico
em amido, amplamente cultivado em regides tropicais e economicamente viavel (Hui; Zhu;
Wang, 2024; Koh; Lim; Tan; Kobun et al., 2022; Zhu, 2016).

O taro é uma planta herbacea anual pertencente a familia Araceae, nativo do Sudeste
Asidtico e amplamente cultivado em regides tropicais e subtropicais (Mitharwal; Kumar;
Chauhan; Taneja, 2022; Shah; Saeed; Afzaal; Waris et al., 2022). Seu cormo é conhecido por
varios outros nomes, que variam entre si de regido para regido e até mesmo de pais para pais,
possuindo denominagdes como eddoe, cocoyam, dasheen ou tannia (Dilek; Bilgigli, 2021,
Kaushal; Kumar; Sharma, 2013).

No Brasil, essa diversidade na nomenclatura gerou confusdo entre as espécies, sendo
inhame no sudeste do pais, considerado as plantas do género Colocasia enquando no norte e
nordeste esse mesmo termo se refere as do género Dioscorea, também conhecido como cara.
Com o objetivo de uniformizar essa classificacdo, o | Simpoésio Nacional sobre as Culturas do
Inhame e Cara, realizado em 2001, recomendou o0 uso do termo taro para as variedades
pertencentes ao género Colocasia e o termo inhame ou caré para as variedades pertencentes ao
género Dioscorea (Pedralli; Carmo; Cereda; Puiatti, 2002).

Considerado um alimento de alto valor nutritivo, o taro € uma excelente fonte de amido,
polissacarideos, vitaminas, minerais e fibras alimentares, contribuindo para uma alimentacédo
equilibrada e saudavel (Otekunrin; Sawicka; Adeyonu; Otekunrin et al., 2021). Com um indice
glicémico moderado (IG 63,1), ele provoca menores picos de insulina no organismo,
fornecendo energia de forma gradual (Zhu, 2016). Seu amido, que compde entre 70% e 80% de
sua estrutura, possui granulos de tamanho reduzido. Essa caracteristica o torna de alta
digestibilidade, sendo especialmente adequado para produtos extrusados especiais, como dietas
de desmame infantil e alimentacdo de pacientes com disturbios gastrointestinais (Momin;
Mitra; Jamir; Kongbrailatpam, 2021; Shah; Saeed; Afzaal; Waris et al., 2022).

Além de rico em carboidratos, este alimento apresenta-se como uma boa fonte de
micronutrientes. A cada 100 g, o taro fornece aproximadamente 2% de célcio e selénio, 7% de
magnésio, 9% de fosforo, 15% de potassio, 4% de zinco, 11% de vitamina E 5% de vitamina C

em Valores Diarios Recomendados (VDR), considerando uma dieta de 2000 calorias.



27

Comparado a batata-doce, mandioca, batata inglesa e cara (Dioscorea alata) (Tabela 1), ele
apresenta maiores teores de fosforo, potéassio, zinco, cobre e vitamina E (Shah; Saeed; Afzaal,
Waris et al., 2022; Thca, 2025).
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Tabela 1. Perfil nutricional do taro, batata-doce, mandioca, cara e batata inglesa.

. . Inhame Batata Ma_nc!ioca
Nutrientes* Unidade ’ (aipim, Cara  Batata Inglesa
(Taro) Doce .
macaxeira)
Energia kJ 374,0 498,0 560,0 368,0 305,0
Energia kcal 88,0 117,0 132,0 87,0 71,0
Umidade g 76,3 67,1 65,4 73,7 80,5
Carboidrato total g 20,3 28,7 32,6 23,0 16,5
Carboidrato disponivel g 18,7 25,5 30,5 15,7 15,2
Proteina g 2,3 1,8 1,0 2,3 2,0
Lipidios g 0,1 0,2 0,2 0,1 0,0
Fibra alimentar g 1,6 3,2 2,1 7,3 1,3
Alcool g 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cinzas g 1,0 2,2 0,8 0,9 0,9
Colesterol mg 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Acidos graxos saturados g 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
Acidos graxos g NA NA 0,1 NA NA
monoinsaturados
ACidos graxos g 0,1 0,1 NA 0,1 0,0
poliinsaturados
Acidos graxos trans g 0,0 0,0 NA 0,0 0,0
Calcio mg 15,5 30,3 13,8 3,9 3,8
Ferro mg 0,0 0,4 0,3 0,2 0,4

Sadio mg NA 9,5 2,0 NA NA



Tabela 1. Continua
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Mandioca

Nutrientes* Unidade Inhame, Batata (aipim, Cara Batata

(Taro) Doce macaxeira) Inglesa
Magnésio mg 28,2 26,0 40,4 11,5 15,0
Fosforo mg 65,0 39,3 26,7 34,7 43,9

Potassio mg 510,0 367,0 189,0 212,0 445,0
Manganés mg 0,1 0,2 0,1 0,0 0,1
Zinco mg 0,5 0,2 0,2 0,2 0,3
Cobre mg 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Selénio mcg 0,9 0,9 0,6 0,9 0,3
Vitamina A (RE) mcg 53 716,0 13,7 11,4 NA
V't(g‘xg‘;‘ A meg 26 358,0 6,9 57 NA
Vitamina D mcg 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
?\';ﬁ;r?ﬁﬁ;eg' mg 17 12 0,2 0,3 0,0
Tiamina mg 0,1 0,1 NA 0,1 0,1
Riboflavina mg NA NA NA NA NA
Niacina mg NA NA NA NA NA
Vitamina B6 mg 0,1 0,1 0,0 0,0 0,2
Vitamina B12 mcg 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Vitamina C mg 50 17,8 15,0 8,8 35,4
Eq“']l’a'e”te e 17,8 15,9 23,2 19,9 16,9

olato

Sal de adicdo g 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Acucar de adicéo g 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Valores para os alimentos sem casca e crus em 100g de peso seco. Fonte: TBCA
(https://www.tbca.net.br)

Embora seja altamente nutritivo, o taro é impactado negativamente pela quantidade

significativa de cristais de oxalato de célcio. Ao serem ingeridos, esses compostos podem

causar irritacdo aguda e sensacao de ardéncia na boca e na garganta (Kaushal; Kumar; Sharma,

2013). Além disso, os oxalatos sdo considerados antinutricionais devido a sua capacidade de se

ligar ao célcio da dieta, formando cristais insoltveis que dificultam sua absorg¢éo e utilizacdo

pelo organismo. A longo prazo, esse efeito pode contribuir para o desenvolvimento de

condi¢cdes como calculos renais, osteomalécia e raquitismo (Mitharwal; Kumar; Chauhan;
Taneja, 2022).

Outro fator antinutricional presente no taro sdo os inibidores de tripsina. A tripsina é

uma enzima essencial para a digestéo de proteinas no intestino delgado, sendo responsavel pela
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quebra de moléculas proteicas em peptideos menores para posterior absor¢do. Os inibidores
dessa enzima, presentes no taro, pertencem a uma classe de proteinas ou peptideos que se ligam
a tripsina e limitam sua atividade, dificultando a digestdo proteica. A ingestdo de altos niveis
desses compostos pode causar problemas digestivos, como desconforto abdominal e reducao
da biodisponibilidade de aminodcidos essenciais (Kaushal; Kumar; Sharma, 2013; Shao;
Zhang; Niu; Jin, 2018).

Apesar da presenca de fatores antinutricionais, o taro € considerado um alimento seguro
e recomendado para 0 consumo, seus efeitos podem ser minimizados ou eliminados por meio
de técnicas simples de processamento, como descascamento, imersdo, fermentacdo e cozimento
em diferentes meios, incluindo vapor e grelha (Dilek; Bilgicli, 2021; Mitharwal; Kumar;
Chauhan; Taneja, 2022).

O taro também possui propriedades multifuncionais amplamente valorizadas pela
indUstria alimenticia. Seu amido desempenha diversas fungdes, como emulsificante, agente de
enchimento, estabilizante e substituto de gordura, aprimorando a textura e a estabilidade de uma
variedade de produtos (Gonzalez-Soto; De La Vega; Garcia-Suarez; Agama-Acevedo et al.,
2011; Hoyos-Leyva; Chavez-Salazar; Castellanos-Galeano; Bello-Perez et al., 2018). Além
disso, estudos demonstraram sua capacidade de formar agregados esféricos, que atuam como
barreiras eficientes contra a oxidacdo, degradacdo de compostos bioativos e perda de
viabilidade de probidticos, contribuindo para a preservacao e a qualidade dos alimentos (Alfaro-
Galarza; Lopez-Villegas; Rivero-Perez; Tapia- Maruri et al., 2020; Chen; Chen; Chu; Chen et
al., 2025; Gupta; Guha; Srivastav, 2024; Setiarto; Kusumaningrum; Jenie; Khusniati et al.,
2021; Shao; Zhang; Niu; Jin, 2018).

A qualidade das capsulas formadas pelo amido de taro esta diretamente relacionada a
presenca de 5 a 7% de proteinas em sua composi¢do. Essas proteinas atuam como agentes de
ligacdo, promovendo a coesdo dos granulos de amido e facilitando a formacdo de microesferas
mais estaveis (Hoyos-Leyva; Chavez-Salazar; Castellanos-Galeano; Bello-Perez et al., 2018).
Além disso, o pequeno tamanho dos granulos do amido do taro permite a obtencdo de
encapsulados mais uniformes e compactos, resultando em microestruturas mais estaveis e
eficientes para a protecdo de compostos bioativos (Alfaro-Galarza; Lopez-Villegas; Rivero-
Perez; Tapia- Maruri et al., 2020; Rosales-Chimal; Navarro-Cortez; Bello-Perez; Vargas-
Torres et al., 2023; Shao; Zhang; Niu; Jin, 2018).

Predominantemente classificado como amido resistente tipo 2 (AR2), o amido cru do
taro apresenta estrutura granular compacta, rigida e de baixa solubilidade, caracteristicas que

poderiam limitar sua aplicabilidade direta nos processos de microencapsulagdo (Kaushal,
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Kumar; Sharma, 2013; Simsek; El, 2012). No entanto, seu alto teor de amilopectina, confere
alta capacidade de formacédo de géis e a estabilidade téermica, que associados a procedimentos
simples, como cozimento e resfriamento controlado, podem modificar sua estrutura,
promovendo rearranjos moleculares que o tornam ainda mais adequado para essa aplicacéo
tecnoldgica (Alfaro-Galarza; LOpez-Villegas; Rivero-Perez; Tapia- Maruri et al., 2020;
Boahemaa; Dzandu; Amissah; Akonor et al., 2024).

O tratamento térmico pode induzir gelatinizacdo seguida de retrogradacéo, favorecendo
a conversdo do amido em amido resistente tipo 3 (AR3). Essa conversdo melhora a estabilidade
das cépsulas formadas e aumenta a protecdo e retencdo de probidticos e outros compostos
bioativos (Setiarto; Jenie; Faridah; Sulistiani et al., 2018; Simsek; El, 2012). Além disso, esse
amido modificado apresenta maior resisténcia a umidade e ao calor, garantindo maior
durabilidade e eficiéncia dos encapsulados durante o0 armazenamento e processamento (Singla;
Singh; Dhull; Kumar et al., 2020; Tekin; Dincer, 2022).

A presenca de amido resistente de facil modificacdo, proteinas naturais e granulos de
pequeno tamanho confere ao taro um diferencial significativo em relacdo a outros amidos
vegetais (Rosales-Chimal; Navarro-Cortez; Bello-Perez; Vargas-Torres et al., 2023). Sua
capacidade de retrogradacéo reforca sua termoestabilidade, tornando-o um material de parede
altamente funcional para protecdo de probidticos em sistemas encapsulados. Além disso, essas
propriedades permitem liberacdo controlada de ativos, contribuindo para a melhora da
biodisponibilidade dos compostos encapsulados (Alfaro-Galarza; Lopez-Villegas; Rivero-
Perez; Tapia- Maruri et al., 2020).

Dessa forma, além de seu papel nutricional, o taro se destaca como um ingrediente
inovador para o desenvolvimento de produtos funcionais e tecnoldgicos. Sua baixa
alergenicidade e origem vegetal fazem dele uma opc¢édo adequada para todas as populacdes,
incluindo aquelas que seguem dietas vegetarianas e veganas, sem comprometer valores éticos
ou nutricionais (Savoldi; Scheufele; Drunkler; Da Silva et al., 2022). Essas caracteristicas
tornam o taro um ingrediente promissor, cuja versatilidade de aplicacbes merece maior
exploracdo cientifica e industrial, especialmente nas industrias alimenticia, farmacéutica e

cosmeética.

3. CONSIDERACOES GERAIS

A utilizagdo de probioticos na alimentagdo tem sido amplamente reconhecida por seus

beneficios a salde, especialmente na promog¢do do equilibrio da microbiota intestinal e no
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fortalecimento do sistema imunoldgico. No entanto, desafios como a estabilidade e viabilidade
desses microrganismos durante 0 processamento e armazenamento tém impulsionado o uso
conjunto de prebioticos e a busca por tecnologias inovadoras, entre as quais a
microencapsulacao se destaca como uma solucéo eficaz. Esse processo protege os probidticos
de condigOes adversas, garantindo sua funcionalidade e melhorando sua biodisponibilidade no
organismo.

Nesse cenario, a escolha do material de parede € um fator determinante para o sucesso
da microencapsulacdo, sendo o amido uma alternativa amplamente estudada. Dentre as fontes
naturais de amido conhecidas, o taro (Colocasia esculenta) apresenta um amido de grande
potencial tecnofuncional, sustentavel e economicamente viédvel, tornando-se uma opgédo
promissora para essa aplicacdo. Além de seu amido de alta qualidade, este alimento como um
todo, se destaca por seu perfil nutricional atrativo, com alto teor de fibras, vitaminas e minerais,
tornando-se um ingrediente com potencial para agregar valor a industria de alimentos.

Dessa forma, o uso do taro na microencapsulacdo de probidticos representa uma
abordagem inovadora, unindo beneficios nutricionais e avangos tecnoldgicos para o
desenvolvimento de produtos enriquecidos com probioticos, aliando beneficios nutricionais e

viabilidade tecnolégica.
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ARTIGO - DESENVOLVIMENTO DE INGREDIENTE BIOATIVO NAO
LACTEO A PARTIR DE TARO (Colocasia esculenta) FERMENTADO POR
CO-CULTIVO DE L. Plantarum e P. Kluyveri: FERMENTACAO
SIMBIOTICA E SECAGEM POR SPRAY DRYING

RESUMO

Alimentos funcionais oferecem beneficios a salude além da nutricdo basica, estimulando o
desenvolvimento de produtos com multiplas propriedades. Este estudo visou desenvolver e
otimizar um extrato funcional ndo lacteo de taro fermentado por co-cultivo de
Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743 e Pichia kluyveri CCMA 0615, seguido de secagem
por spray drying. A otimizacdo foi feita via Metodologia de Superficie de Resposta com
Delineamento Composto Central Rotacional, fixando o indculo de P. kluyveri em 5.0 Log
UFC/mL e otimizando L. plantarum em cerca de 6.9 Log UFC/mL, com fermentagdo a 30 °C
por 18 h e secagem a 74,9 °C. O produto apresentou baixa atividade de agua (0,38), baixa
higroscopicidade (4,04%) e pH 3,89, favorecendo a estabilidade microbioldgica. O rendimento
superou 50%, com solubilidade acima de 70% e alta viabilidade probidtica: 90,74% para L.
plantarum e 47,76% para P. kluyveri. Mais de 50% do amido foi preservado, sugerindo efeito
prebidtico. A fermentagdo elevou os niveis de acido latico (10,64 mg/g) e de acidos graxos de
cadeia média, como hexanoico (437,90 ng/g) e octanoico (103,00 ng/g), considerados pos-
bidticos funcionais. Compostos volateis como feniletanol (9580 ng/g), alcool benzilico
(293,40 ng/g), 3,5-octadien-2-ona (531,74 ng/g) e (E)-2-nonenal (1040 ng/g) também se
intensificaram, enriquecendo o perfil sensorial. Durante 180 dias sob refrigeracdo, L. plantarum
manteve viabilidade acima de 8 Log UFC/g e mostrou alta resisténcia a condigdes
gastrointestinais simuladas, enquanto P. kluyveri foi menos estavel (<2 Log UFC/g). O extrato
desenvolvido relne estabilidade, viabilidade probidtica, potencial simbidtico e complexidade

aromatica, sendo promissor como ingrediente funcional ndo lacteo.

Palavras-chave: Alimentos funcionais; Probiotico; Simbiotico; Spray dryer.
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ABSTRACT

Functional foods offer health benefits beyond basic nutrition, driving interest in products with
multiple functional properties. This study aimed to develop and optimize a non-dairy functional
taro extract fermented by co-cultivation of Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743 and
Pichia kluyveri CCMA 0615, followed by spray drying. Process conditions were optimized
using Response Surface Methodology with a Central Composite Rotational Design, fixing P.
kluyveri inoculum at 5.0 Log CFU/mL and optimizing L. plantarum around 6.9 Log CFU/mL,
with fermentation at 30 °C for 18 h and drying at 74.9 °C. The product showed low water
activity (0.38), low hygroscopicity (4.04%), and pH 3.89, contributing to microbiological
safety. It had a yield above 50%, solubility over 70%, and high probiotic viability: 90.74% for
L. plantarum and 47.76% for P. kluyveri. Over 50% of starch was retained, contributing to cell
protection and a potential prebiotic effect. Fermentation enhanced bioactive compounds,
notably lactic acid (10.64 mg/g) and medium-chain fatty acids such as hexanoic (437.90 ng/g)
and octanoic acid (103.00ng/g), recognized as postbiotics. Volatile compounds like
phenylethanol (9580 ng/g), benzyl alcohol (293.40 ng/g), 3,5-octadien-2-one (531.74 ng/g), and
(E)-2-nonenal (1040 ng/g) were also intensified, likely due to P. kluyveri fermentation,
enhancing aromatic complexity. During 180 days of refrigerated storage, L. plantarum
remained viable above 8 Log CFU/g and showed high tolerance to simulated gastrointestinal
conditions, whereas P. kluyveri was more sensitive, dropping below 2 Log CFU/g. The
developed fermented taro extract demonstrated promising characteristics as a non-dairy
functional ingredient, combining physicochemical stability, probiotic viability, symbiotic

potential, and enhanced sensory profile.

Keywords: Functional foods. Probiotic. Symbiotic. Spray dryer
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1. INTRODUCAO

A crescente conscientizacao sobre a importancia da alimentacao para a satde geral
e sua capacidade de prevenir e mitigar doencas tem impulsionado a demanda por
alimentos funcionais que, aléem de suas funcdes nutricionais basicas, oferecam beneficios
adicionais a salde (Granato; Barba; Bursa¢ Kovacevi¢; Lorenzo et al., 2020; Topolska;
Florkiewicz; Filipiak-Florkiewicz, 2021). Nesse contexto, produtos simbidticos,
promovem a ingestdo comitente de prebioticos, probidticos, e ainda pds-bidticos tém
ganhado destaque devido aos seus efeitos benéficos, incluindo a modulacéo da microbiota
intestinal, a reducdo de marcadores inflamatorios e a prevencdo de doengas metabdlicas
e neurodegenerativas (Liu; Xue; Ding; An et al., 2022; Scarpellini; Rinninella; Basilico;
Colomier et al., 2021; Zhang; Zhang; Sun; Huang et al., 2022).

O taro (Colocasia esculenta), planta nativa do Sudeste Asiatico, € amplamente
cultivado em regides tropicais e subtropicais. Em 2019, a produ¢do mundial foi estimada
em 10,54 milhdes de toneladas, com destaque para o continente Africano, responsavel
por mais de 75% desse volume (Miamoto; Pereira; Bertolucci, 2018; Otekunrin; Sawicka;
Adeyonu; Otekunrin et al., 2021). No Brasil, este tubérculo, representa aproximadamente
2% da produgdo nacional e apresenta uma diversidade de nomenclatura que
historicamente gerou confus&o entre as espécies: no Sudeste, o termo "inhame" referia-se
ao taro (Colocasia), enquanto no Norte e Nordeste era associado as espécies do género
Dioscorea, conhecidas também como "cara". Visando padronizar essa terminologia, o |
Simpdsio Nacional sobre as Culturas do Inhame e do Cara, realizado em 2001,
estabeleceu o uso dos termos "taro™ para as variedades do género Colocasia e "inhame"
ou "cara" para aquelas pertencentes ao género Dioscorea (Pedralli; Carmo; Cereda;
Puiatti, 2002).

Anteriormente considerada a 142 hortalica mais cultivada no mundo (Gongalves;
Silva; Silva; Valentdo et al., 2013; Mitharwal; Kumar; Chauhan; Taneja, 2022), o taro
destaca-se pelo elevado teor de fibras, mucilagem, polifendis e fonte de amido resistente,
caracteristicas que Ihe conferem potencial prebiético e aplicabilidade no desenvolvimento
de alimentos funcionais (Goncalves; Silva; Silva; Valentdo et al., 2013; Mitharwal;
Kumar; Chauhan; Taneja, 2022; Shah; Saeed; Afzaal; Waris et al., 2022). O consumo de
taro, também pode favorecer a producéo de acidos graxos de cadeia curta e promover uma
modulag&o positiva da microbiota intestinal (Saxby; Li; Lee; Kim, 2019). A fermentacao

de alimentos vegetais, como o taro, com culturas probiéticas, pode enriquecer o produto
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com microrganismos benéficos e compostos bioativos, ampliando seus efeitos funcionais
(Aleman; Montero-Fernandez; Marcia; Saravia Maldonado et al., 2024).

Além da busca por alimentos funcionais, observa-se uma crescente demanda por
probidticos em matrizes ndo lacteas, motivada por restricbes alimentares como
intolerancia a lactose, alergias as proteinas do leite e ado¢éo de dietas vegetarianas (Shori;
Al Zahrani, 2022). Nesse sentido, o taro surge como uma alternativa viavel, oferecendo
uma matriz vegetal de baixo custo, rica em compostos bioativos. No entanto, a utilizagéo
de matrizes vegetais para o carreamento de probidticos apresenta desafios, especialmente
no que se refere a manutencao da viabilidade dos microrganismos.

A auséncia de componentes como proteinas e lipidios comumente encontrados em
matrizes lacteas comprometem a estabilidade das culturas probidticas em substratos
vegetais (Kiiciikgoz; Trzaskowska, 2022). Para superar essa limitagdo, técnicas de
preservacdo da viabilidade microbiana tém sido exploradas, sendo a secagem por
atomizacdo (spray drying) uma das mais utilizadas. Essa técnica permite a
microencapsulacdo de probi6ticos, protegendo-os de condi¢des adversas e prolongando
sua estabilidade durante o armazenamento (Sharma; Rashidinejad; Jafari, 2022).

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um
extrato fermentado seco de taro utilizando uma co-cultura de Lactiplantibacillus
plantarum CCMA 0743 e Pichia kluyveri CCMA 0615, microrganismos potencialmente
probidticos além de otimizar as condi¢cdes de formulacdo e de secagem por atomizacéo,
visando a maxima viabilidade probiotica. A proposta busca obter um ingrediente
funcional inovador que integre os beneficios de prebioticos, probidticos e pos-bidticos,
configurando uma alternativa ndo lactea acessivel para aplicacdo em alimentos

funcionais.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Preparacdo do substrato fermentativo

Os cormos de taro (Colocasia esculenta) foram adquiridos em um mercado local
no municipio de Lavras, Minas Gerais. Apos a selecdo, os cormos foram submetidos a
lavagem com &gua corrente e sanitizados em solucdo de hipoclorito de sodio a 200 ppm
por 30 minutos, visando a remocdo de sujidades e impurezas superficiais.

Em seguida, as cascas foram retiradas manualmente, e os cormos foram cortados

em cubos de aproximadamente 2 cm. Para a obtencdo do extrato de taro, os cubos foram
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processados em liquidificador industrial Fak® Lar-2 com agua filtrada na proporc¢éo de
1:1.5 (massa/massa). A mistura obtida foi filtrada em tecido voil com dupla camada,
resultando em um extrato liquido homogéneo.

Frascos previamente esterilizados, com o extrato (aproximadamente 400ml)
correspondendo as diferentes condi¢des experimentais do processo de otimizacao, foram
submetidos a pasteurizacdo a 72 °C por 2 minutos, seguido de resfriamento imediato e

armazenamento a 4°C até o momento da inoculagao.

2.2 Otimizacdo através de metodologia de superficie de resposta

A formulacdo do extrato seco de taro fermentado foi otimizada por meio da
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), utilizando o software Statistica (versao
10.0) e o pacote rsm no R, adotando o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) como estratégia experimental. Trés variaveis independentes foram selecionadas
para 0 modelo: a concentracdo do indculo de Lactiplantibacillus plantarum, o tempo de
fermentacao e a temperatura de entrada do ar de secagem. O DCCR permite avaliar efeitos
lineares, quadraticos e interativos entre os fatores sobre a varidvel resposta: viabilidade
celular, expressa em log da conversédo de UFC/g.

O delineamento foi composto por cinco niveis codificados (-a, -1, 0, +1, +a),
sendo os pontos fatoriais (-1 e +1), axiais (-o e +a) e centrais (0). Foram realizados 14
experimentos com 5 repeti¢es no ponto central, totalizando 19 corridas, executadas em
ordem aleatéria. O valor de alpha (a) foi definido a 1.682 para rotabilidade, e a
modelagem matematica baseou-se em um polinémio de segunda ordem para a variavel

de resposta Y, conforme a equacdo geral:

Y= Bo+ Bix1+ Boxo + BaXxs + Buajxyx, T Buashxxs T Brasyroxs T Buuxz T Bayz T Bsyxe

A andlise estatistica foi realizada no R (R Core Team, 2025), com 0s pacotes
rsm (Lenth; Lenth; VVdgraph, 2018) e tidyverse (Wickham; Averick; Bryan; Chang et al.,
2019). A partir da equacéo de superficie ajustada, onde os coeficientes estimados foram
obtidos diretamente do modelo por meio da fungdo coef (modelo), realizou-se a anélise
de variancia (ANOVA) para verificar a significancia do modelo, bem como graficos de
contorno da resposta em funcdo das variaveis pareadas, fixando a terceira variavel em

trés niveis: minima, média, maxima e condigdo Otima estimada.
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As condi¢des Otimas para cada fator foram estimadas utilizando a fungédo optimize.
A combinacdo dessas condi¢des forneceu um ponto de operacdo com méxima resposta
prevista para a variavel “Conversdo (Log UFC g1)”. Para validar a acuracia da predigio
do modelo, utilizou-se o grafico de Bland—Altman comparando os valores observados e

o valor predito.

2.3 Microrganismos, condicdes de cultivo e fermentacao

As cepas Pichia kluyveri CCMA 0615 (levedura) e Lactiplantibacillus plantarum
CCMA 0743 (bactéria &cido-latica - BAL), pertencentes a Colecdo de Culturas de
Microbiologia Agricola (CCMA) da Universidade Federal de Lavras, foram selecionadas
com base em seus atributos probioticos e pds-bidticos, e em aplicacdes tecnoldgicas
previamente avaliadas (Ferreira; De Sousa Melo; Menezes; Fonseca et al., 2022; Fonseca;
De Sousa Melo; Ramos; Dias et al., 2021; Menezes; Ramos; Cenzi; Melo et al., 2019).
A reativacdo das cepas foi realizada em meio agar YEPG para a levedura [composicao
em g/L: extrato de levedura 10, glicose 20, peptona 20 e agar 20] e em agar MRS (52.2
g/L) para a BAL, sob condigdes apropriadas, conforme Ferreira; De Sousa Melo;
Menezes; Fonseca et al. (2022).

A inoculacdo das culturas microbianas no extrato de taro foi realizada em duas
etapas. Inicialmente, P. kluyveri foi adicionada em uma concentracdo fixa de 5.0 log
UFC/mL, com o objetivo principal de promover a producdo de metabolitos no meio
fermentativo. Em seguida, L. plantarum foi adicionado em co-cultivo, atuando como
microrganismo probiotico principal do produto, em concentraces estabelecidas pelo
planejamento experimental baseado no Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), variando de 5,0 (-1) a 7,0 (1) log UFC/mL.

No processo fermentativo, os frascos contendo o extrato inoculado com P.
kluyveri e L. plantarum foram incubados em agitador tipo shaker, a 30 °C e 110 rpm, por
periodo, também definido DCCR, com valores de -1 e 1 de 8 e 24 horas, respectivamente.
Aliquotas foram coletadas imediatamente ap6s a inoculacdo e ao final dos periodos
fermentativos para enumeragdo microbiana. Apds o término da fermentacéo, 0s extratos

foram submetidos ao processo de secagem por atomizagéo (spray drying).
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2.4 Microencapsulacdo por secagem por pulverizacéo

Os extratos fermentados de taro foram submetidos a secagem por atomizacao
(spray drying) utilizando um equipamento em escala laboratorial (modelo SD 5.0;
Labmaq do Brasil, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A temperatura de entrada do ar de secagem
foi ajustada conforme os parametros estabelecidos pelo DCCR, 85 °C (-1) e 115 °C (+1),
respectivamente. Em todos os experimentos, as solucdes de alimentacdo (400 mL) foram
mantidas sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente (aproximadamente 25
°C) e bombeadas para a camara de secagem por meio de uma bomba peristaltica. Os
parametros de secagem utilizados foram: taxa de alimentacéo de 1,5 L/h, vazéo do ar de
secagem de 1,5 L/h e vazdo do ar de atomizacdo de 60 L/h. Os extratos secos foram
acondicionados em embalagens de 250 g (poliéster, metalizacdo e polietileno) e seladas
a vacuo em embalagem opaca com protecdo a luz e umidade. As amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) para andlises posteriores e para analise de
estabilidade dos microrganismos ao armazenamento, as amostras foram mantidas em

temperaturas de refrigeracdo e ambiente.

2.5Populagdo microbiana

As populacdes de BAL e levedura foram quantificadas por meio da técnica de
contagem em placa por microgotas, com diluicdes seriadas. Para enumeracdo no extrato
de taro liquido, aliquotas de 100 pL foram utilizadas para iniciar as dilui¢Ges. Ja para o
extrato seco, amostras de 1 g foram hidratadas em 9 mL de &gua peptonada 0.1% [g/L:
peptona (Himedia)], homogeneizadas em vortex e, em seguida, incubadas por 30 min para
hidratacdo celular (Chandralekha; Tavanandi; Amrutha; Hebbar et al., 2016). As
diluicGes seriadas foram realizadas em triplicata e plaqueadas nos meios seletivos: agar
MRS suplementado com 4 mL/L de nistatina para enumeragdo da BAL; e YEPG pH 3.5
[em g/L: extrato de levedura 10 (Himedia), glicose 20 (Dinamica), peptona 20 (Himedia)
e agar 20 (Himedia)] para a contagem da levedura. As placas foram incubadas a 37 °C
para BAL e a 28 °C para a levedura, por 48 horas. Ap6s o periodo de incubacéo, as
col6nias formadas foram contadas e os resultados expressos como log:o UFC/mL para o

extrato liquido e logio UFC/g para o extrato seco.
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2.6 Viabilidade celular, rendimento e taxa de sobrevivéncia apds secagem

O rendimento do extrato seco, obtido apds a secagem (massa/massa) foi

calculado conforme a Eq. (1):

o (1 B X""pé)
T

Rendimento de secagem = x 100 Eq.(1)

em que W, representa a massa do pé coletado apos a secagem, Xw,s é a fracdo de agua
presente no po, e T, corresponde ao total de sdlidos secos presentes na solucdo de alimentacéo
antes da secagem (Chandralekha; Tavanandi; Amrutha; Hebbar et al., 2016).

A viabilidade celular (conversdo) apds o processo de secagem foi calculada

segundo a Eq. (2):

s N, X W,
Viabilidade celular (Log UFC/g) = logo | ———— Eq.(2)
Wsoluqéo

Onde N, é a contagem de unidades formadoras de colonia (UFC g-1) no p6 seco, W,
é a massa do po obtido apds a secagem, e Wy, ca0 € @ massa da solugdo liquida utilizada

como alimentagdo no processo de secagem.

A taxa de sobrevivéncia (eficiéncia) foi calculada conforme a Eq. (3):

(Log N x Wp Eq.(3)

vV

) x 100
logNo

Eficiéncia (%) =

Onde N é o nimero de células vidveis (UFC mL-! de material imido) no pd, Wp é o peso
do p6 coletado apds a secagem, V é o volume da suspensio de alimentacio e No é o ndmero de
células vidveis (UFC mL-1) nas suspensdes iniciais (Martins; Batista; Santos; Dias et al., 2022).
Tais respostas foram utilizados na andlise do DCCR para descoberta dos parametros de

otimizag¢do que culminam em um resultado mais eficiente.
2.7 Analises no extrato seco otimizado e seu controle néo inoculado

Apos a otimizacdo dos parametros de producdo, foram realizadas analises de
caracterizacdo do pd, composicdo nutricional e producdo de metabolitos, no extrato

fermentado seco e em seu analogo ndo fermentado.
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2.7.1 Viabilidade celular durante armazenamento

A viabilidade dos microrganismos inoculados no extrato seco otimizado foi
monitorada a cada 30 dias durante um periodo de 180 dias de armazenamento, sob duas
condicBes distintas: temperatura refrigerada (4 °C) e ambiente (25°C). As células

microbianas foram enumeradas conforme metodologia descrita anteriormente.

2.7.2 Atividade de agua, higroscopicidade e solubilidade em agua

A atividade de agua (Aw) foi determinada a 25 °C utilizando um medidor digital
AqualLab 4TEV (METER Group, Inc., EUA). Aproximadamente 3 g de cada amostra
(extrato seco néo inoculado e fermentado) foram colocadas no recipiente de leitura, e 0s
valores foram registrados apos estabilizacao.

A solubilidade em &agua foi avaliada de acordo com Cano-Chauca; Stringheta;
Ramos e Cal-Vidal (2005), utilizando 0.5 g de amostra em 50 mL de agua destilada,
homogeneizadas em agitador orbital (100 rpm/30 min), seguidas de centrifugacéo (1310
RCF/5 min); o sobrenadante foi seco em estufa (105 °C) até peso constante. A
higroscopicidade foi determinada utilizando 0.3 g de amostra em placas de Petri,
armazenadas por 7 dias em dessecador sem silica (25 °C) contendo solucédo saturada de
cloreto de sddio. O ganho de massa foi expresso como grama de agua absorvida por 100

g de sdélidos secos (Braga; Costa; Pomella; Ribeiro et al., 2019).

2.7.3 Colorimetria, pH e composi¢do centesimal

A cor (L*, C* e h°) foi determinada utilizando um colorimetro CR-400 (Konica
Minolta, Toquio, Japdo) calibrado de acordo com o sistema CIE (iluminante D65), como
realizado por Boas; Almeida; Do Lago; Zitha et al. (2024).

Os valores de pH do extrato liquido ndo inoculado e fermentado foram
determinados por um medidor de pH (PHS-3E).

A composicao centesimal dos extratos secos foi determinada por meio da anélise
dos seguintes componentes: umidade, extrato etéreo, proteina bruta, cinzas (residuo
mineral fixo), fibra bruta e carboidratos totais (extrato ndo nitrogenado — NNE), conforme
os métodos descritos pela Association of Official Analytical Chemists (Mohanta, 2016).

A umidade foi determinada por secagem das amostras em estufa a 105 °C até peso

constante. O extrato etéreo foi obtido por extracdo com éter de petroleo em aparelho de
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Soxhlet. A proteina bruta foi quantificada pelo método de Mohanta (2016), utilizando-se
o fator de conversdo de nitrogénio para proteina igual a 6.25. As cinzas foram
determinadas por incineragdo das amostras em forno mufla a 550 °C por 4 horas. A fibra
bruta foi obtida por digestdo acida e alcalina sequenciais. Os carboidratos totais foram
calculados por diferenca, subtraindo-se da materia seca os teores de proteina bruta, extrato
etéreo, cinzas e fibras.

A determinacdo do teor de amido foi realizada segundo o método colorimétrico
da antrona, com adaptacdes (Mccready; Guggolz; Silviera; Owens, 2002). Inicialmente,
0.1 g da amostra seca foi homogeneizada com 10 mL de solucéo de acido perclérico 52%
(v/v), sendo agitada em agitador orbital por 30 minutos a 25 °C. A mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos, e 0 sobrenadante foi coletado. A extracao foi
repetida uma vez com o residuo, somando os sobrenadantes para analise. Para a
quantificacdo, 1 mL do extrato foi adicionado a 4 mL da solucéo de antrona (0.2% m/v
de antrona em &cido sulfdrico concentrado). A mistura foi homogenizada cuidadosamente
e incubada em banho-maria a 100 °C por 12 minutos. Ap6s o resfriamento em banho de
gelo por 5 minutos, as leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro a
630 nm. A curva padrdo foi construida utilizando solugbes padrdo de glicose (0 a 100
pg/mL), e os resultados foram expressos como porcentagem de amido total, considerando
a conversdo de glicose para amido pelo fator 0.9 (glicose x 0.9 = amido).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, e 0s resultados expressos

considerado 100g de matéria seca.

2.7.4 Morfologia e tamanho das microcapsulas (MEV)

A morfologia das microcapsulas obtidas por spray drying foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando um equipamento Jeol JSM 6360
LV, com tensdo de aceleracdo de 20 kV, em modo de alto vacuo e sem inclinacdo. As
amostras foram fixadas em stubs de aluminio com fita de carbono dupla face e
metalizadas com ouro (camada de ~3 nm) em metalizador a vacuo.

O didmetro das particulas foi determinado com o software ImageJ (verséo 2014,
NIH, EUA), a partir da medicdo de 300 microcépsulas por tratamento (n&o inoculado e
fermentado), conforme metodologia realizada por Resende; Martins; De Souza Melo;
Magnani et al. (2025).
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2.7.5 Concentracdo de acidos organicos (HPLC)

Os &cidos organicos foram avaliados homogeneizando 1 g de extrato de taro seco
(inoculado e fermentado) em 9 mL de agua ultrapura com o auxilio de um agitador orbital
por 20 min. O pH de cada amostra foi entdo determinado. Uma porcdo deste extrato
aquoso (2 mL) foi acidificada com 10 pL de 50% (v/v) de H2SOa.

A quantificacdo dos acidos organicos foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC), usando um sistema (Modelo LC-10Ai; Shimadzu Corp., Toquio,
Japao) equipado com um sistema de deteccao duplo consistindo em um detector UV-vis
(SPD-10Ai; Shimadzu) e um detector de indice de refracdo (RID-10Ai; Shimadzu). A
separacdo foi conduzida em uma coluna de exclusdo i6nica Shim-pack SCR-101H (7,9
mm x 30 cm), mantida a 50 °C, conforme descrito por Santos; Carvalho; Avila; Junior et
al. (2014).

A identificacdo dos compostos foi baseada na comparacéo dos tempos de retencéo
com padrdes externos. As concentracdes dos &cidos organicos foram determinadas por

meio de curvas de calibracdo construidas com solucdes padréo.

2.7.6 Analise de compostos volateis (GC-MS)

Os compostos volateis foram extraidos por microextracdo manual em fase solida
no espaco livre (HS-SPME). As analises foram conduzidas usando 1g de cada amostra
colocada em frasco de 15 mL. Para extrair os compostos, uma fibra de
divinilbenzeno/carboxeno/ polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) de 50/30 um
fornecida pela Supelco (Bellefonte, PA, EUA) foi usada. Essa fibra foi balanceada por 15
min a 60 °C e posteriomente exposta ao frasco de cada amostra por 30 min na mesma
temperatura.

Em um cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas (GC-MS
QP2010, Shimadzu, Japéo), equipado com uma coluna Carbowax (30 m x 0,25 mm di x
0,25 um espessura de filme), realizou-se analise dos compostos volateis. A temperatura
do forno foi ajustada em 40 °C por 5 min, aumentada para 220 °C (a uma taxa de 10
°C/min) e por fim, mantida a 220 °C por 10 min. O gas de arraste foi hélio de alta pureza,
a 0,7 mL/min. O detector de massa seletivo foi um quadrupolo com um sistema de
ionizacdo por impacto eletrénico a 70 eV e 250 °C. Os compostos volateis foram
identificados usando a solugcdo GC/MS ver. 2.6 A extracdo e os parametros de anélise
foram feitos de acordo com Ribeiro; Miguel; Evangelista; Martins et al. (2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/macrogol
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Os dados cromatograficos e espectrais de massa foram analisados com o software
de solugdo GC-MS da Shimadzu. Os compostos foram identificados pela comparagéo de
seus espectros de massa com a biblioteca espectral de massa do NIST e o indice de

retencdo linear, em relacdo ao 4-nonanol, padrdo interno utilizado.

2.7.7 Simulacéo do trato gastrointestinal

A sobrevivéncia do L. plantarum no extrato seco fermentado de taro e no meio de
cultivo MRS (controle), sob as condic¢des simuladas do trato gastrointestinal foi avaliada
conforme descrito por Resende et al. 2025. Amostras do pé (concentragdo de 10’
UFC/mL) foram diluidas em uma solucédo tampdo pH = 7.2 [g/L: cloreto de sodio 82,
fosfato dissédico 10.5 e fosfato monossodico 3,55]. Um volume inicial de 25 mL do
indculo de cada repeticao foi transferido para frascos de vidro estéril (250 mL), nos quais
foi realizada a simulacdo sequencial das etapas digestivas: oral, gastrica, duodenal e ileal.

A fase oral foi simulada pela adi¢do de solucdo de a-amilase (100 pug/mL em 1
mM de CaCl.), com ajuste de pH para 6.9 utilizando NaHCOs 1 M. A adicdo da enzima
foi realizada a taxa de 0.6 mL/min, sob agitacdo de 200 rpm, durante 2 minutos. Na
simulacdo gastrica, foi adicionada solucéo de pepsina (25 mg/mL em HCI 0.1 M) na
proporcédo de 0.05 mL/mL, com reducdo gradual do pH por adicdo de HCI 1 M, conforme
a seguinte sequéncia: pH 5.5 (10 min), pH 4.6 (10 min), pH 3.8 (10 min), pH 2.8 (20
min), pH 2.3 (20 min) e pH 2.0 (20 min), sob agitacdo constante (130 rpm).

A etapa duodenal foi conduzida com a adi¢éo de pancreatina (2 g/L) e sais biliares
(12 g/L), ambos diluidos em NaHCOs 01 M, na proporcao de 0.25 mL/mL. O pH foi
ajustado para 5,0 e mantido por 30 minutos sob agitacdo a 45 rpm. Ja fase ileal, o pH foi
ajustado para 6.5 com NaHCOs 0.1 M e o sistema foi incubado por 60 minutos sob as
mesmas condicOes de agitacdo. Todas as etapas foram conduzidas em incubadora orbital
(Thermo Scientific, MaxQ 4000, EUA) a 37 °C, simulando a temperatura fisioldgica.
Todas as solugdes enzimaticas foram previamente esterilizadas por filtracdo (0.22 um;
Kasvi, Brasil). As enzimas e os sais biliares utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA).

Durante cada etapa da simulagdo, aliquotas de 100 pL foram coletadas e
submetidas a dilui¢Ges seriadas decimais (10! a 10°%). Posteriormente, 10 pL de cada

diluicdo foram inoculados em triplicata em meio agar MRS, utilizando a técnica de
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microgotas. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e as colonias foram

quantificadas. Os resultados foram expressos em log:o UFC/mL.

2.8 Analises estatisticas

A otimizacdo dos parametros de produgdo do extrato seco fermentado foi
realizada por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). A
adequacao do modelo foi avaliada por analise de variancia (ANOVA), teste de falta de
ajuste e coeficiente de determinagdo (R2), com significancia ao nivel de p < 0.05. A
validagcdo do modelo foi conduzida por meio da comparacdo entre valores preditos e
experimentais (obtidos em triplicata sob as condi¢fes otimizadas), utilizando o grafico de
Bland-Altman para avaliar a concordancia. A modelagem dos dados foi realizada
utilizando o pacote SRM do software R-Studio.

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata, com o0s resultados
expressos como média + desvio padrdo e, nivel de significancia estabelecido em p < 0.05.
Os dados foram submetidos ao teste t de Student ou o teste de Mann-Whitney (GraphPad
Prism 4.0), conforme a normalidade dos dados. E para avaliagdo de compostos volateis,
foi realizada por Anélise de Componentes Principais (ACP), utilizando o software
SensoMaker (v1.92).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 0timizacao

A Metodologia de Superficie de Resposta (MRS) baseia-se na aplicacdo de
férmulas matematicas e testes estatisticos para estabelecer relagcBes entre variaveis
independentes, possibilitando a construcdo de um modelo capaz de prever a faixa ideal
dessas variaveis para maximizar os resultados desejados (Lamidi; Olaleye; Bankole;
Obalola et al., 2023). Neste estudo, o DCCR foi utilizado como método de otimizagdo. A
variavel resposta de maior interesse avaliada foi a conversao celular apds a secagem por
spray dryer. Essa métrica expressa simultaneamente a viabilidade da cepa L. plantarum
CCMA 0743 ao final do processo e a eficiéncia de recuperacdo da biomassa sélida, pode

ser definida pela seguinte equacao:



62

Y = —16.7053 + 0.6349x; + 3.8933x, + 0.1380 x5 — 0.0499 x, x,
—0.0017 x; x5 — 0.0107 x, x5 — 0.0047 x2 — 0.1467 x2 — 0.0003 x2

Onde x1 € o tempo de fermentacdo (horas), x2 € a populagdo no inéculo (Log UFC

mL1) e x3 é a temperatura do ar de entrada (°C) no secador.

A modelagem por superficie de resposta foi conduzida com base em 19 rodadas
experimentais (Tabela 1), utilizando trés variaveis independentes: tempo de fermentacéo
(horas), quantidade de inéculo do L. plantarum CCMA 0743 (Log UFC/mL) e

temperatura de entrada do ar de secagem no spray dryer (°C).

Table 1. Valores reais e codificados no delineamento composto central
rotacional (CCDR)

Fermentation Inoculum IRIif,t Efficiency Drying Conversion
Time CCMA 0743 (Survival)  Yield
Temp.

Runs F‘,ﬁig (h) Ll c o (%) oo Loatre
1 101 -1 8 5 85 79.320  68.060 5.868
2 101 1 8 7 115 77.240  73.460 6.904
3 1 -1 1 24 5 115 76.490  76.870 6.631
4 1 1 -1 24 7 85 77480  72.760 7.117
5 0 0 O 16 6 100 78.660  75.280 7.055
6 -1 -1 01 8 5 115 79.560  65.090 6.018
7 101 -1 8 7 85 83.640  69.800 7.299
8 1 -1 -1 24 5 85 81.250 74.460 7.187
9 1 1 1 24 7 115 63.050 64.530 5.825
10 0 0 O 16 6 100 79.820  66.810 7.227
11 -a 0 0 2.6 6 100 66.580  71.080 5.792
12 o 0 O 29.4 6 100 72.680  79.620 6.562
13 0 -a O 16 4.3 100 71550  75.510 5.940
14 0 a O 16 7.7 100 79.020  78.430 7.259
15 0 0 -«a 16 6 74.9 79.920 78.030 7.193
6 0 0 « 16 6 1251  69.450  73.860 6.450
17 0 0 O 16 6 100 79.140  73.560 7.221
8 0 0 O 16 6 100 74.460  76.050 6.760
19 0 0 O 16 6 100 78.760  77.000 7.170

o = 1.682, para rotabilidade.
O modelo quadratico ajustado para a conversao celular mostrou-se significativo,

conforme os resultados da analise de variancia (Tabela 2).

Table 2. Analise de variacia (ANOVA) do modelo Gerado no CCDR.
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GL SQ QM F Pr(>F) Sig.

FO 3 2.0863 0.69543 15.1274 0.000734 kol

TWI 3 1.80036 0.60012 13.0541 0.001255 xx

PQ 3 1.37687 0.45896 9.9834 0.003191 *x
Residuo 9 0.41375 0.04597

Falta de ajuste 5 0.26165 0.05233 1.3762 0.389698
Erro puro 4 0.1521 0.03802
R? 0.927 Adj.R? 0.854
F-test 12.72 0.000407 ookl

19 rodadas; o = 1.682

Os termos de primeira ordem (FO), de interacdo bidimensional (TWI) e de

quadrado puro (PQ) apresentaram valores de p inferiores a 0.01, indicando contribuicéo

estatisticamente significativa na explicacdo da resposta observada. Além disso, a auséncia

de significancia para o erro de falta de ajuste sugere que o modelo é adequado para

representar as condicOes testadas (Lamidi; Olaleye; Bankole; Obalola et al., 2023).

O modelo ajustado permitiu a construcdo de superficies de contorno

representando o comportamento da conversdo celular em funcdo das variaveis

investigadas. Na Figura 1 estdo apresentadas as curvas de contorno obtidas para trés

valores fixos da temperatura de entrada do ar de secagem no spray dryer (méaxima, média

e minima, que também foi a 6tima prevista), além do valor otimizado, mantendo-se

constantes os demais fatores.
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Figura 1. Superficies de contorno da conversao celular (Log UFC/g) em fungéo
do tempo de fermentacdo e da quantidade de in6culo bacteriano nas temperaturas
minima (ponto 6timo®), maxima, e média obtidas a partir do modelo quadratico
ajustado.

Observou-se que a conversdo foi mais favorecida nas regides centrais do dominio
experimental, principalmente para tempos de fermentacdo entre 16 e 19 horas e
concentracdes de inéculo entre 6.5 e 7.0 Log UFC/mL. O aumento do tempo de
fermentacdo ou da carga de in6culo acima dos valores maximos testados («) resultou em
decréscimos da conversao.

A partir do modelo ajustado, foi possivel estimar o ponto 6timo de operacdo
dentro do dominio experimental, no qual a conversdo celular seria maximizada. As
condicdes correspondentes ao 6timo estimado foram: tempo de fermentacdo de 17.91
horas, indculo de L. plantarum CCMA 0743 de 6.91 Log UFC/mL e temperatura de
entrada de 74.90 °C. Nessas condicdes, o valor predito para a conversdo celular foi de
7.67 Log UFC/ g. Essa combinacdo de fatores representa a condic¢ao ideal que maximiza
a resposta dentro dos limites operacionais testados, e sua proximidade com o centro do
dominio experimental indica robustez da otimizag&o.

A partir da definicdo dos pontos 6timos operacionais, novo experimento foi

realizado e avaliado com base na conversao celular apos a secagem por spray dryer, para

Fermentation Time (h)
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posterior caracterizacdo do produto otimizado. Este experimento visou comparar 0s
resultados com as previsdes modeladas. Se os resultados concordarem com as previsoes,
pode-se concluir que o modelo desenvolvido é robusto e insensivel a ruidos e/ou
tolerancias, feitos pela alteracdo dos niveis dos fatores (Karimifard; Alavi Moghaddam,
2018).

Os resultados do gréafico de Bland-Altman (Figura 2) indicaram um bom nivel de
concordancia entre os valores observados experimentalmente e o valor predito pelo

modelo ajustado.

Bland-Altman Plot: Conversion (Log CFU g“)
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Figura 3. Grafico de Bland—Altman representando a concordancia entre 0s
valores observados e o valor predito pelo modelo para a conversdo celular (Log
UFC) apds a secagem por spray dryer. Cada ponto representa um experimento
individual. A linha tracejada indica o viés médio (bias), e as linhas pontilhadas
delimitam os limites de concordéncia calculados como +1.96 vezes o desvio
padrdo das diferencas.
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Utilizado na validacdo de modelos de superficie de resposta, o grafico de Bland-
Altman verifica a concordancia entre valores preditos e experimentais, permitindo
identificar tendéncias sistematicas. A predominancia de pontos dentro dos limites de
concordancia (£1.96 DP) indica boa preciséo e confiabilidade do modelo nas condicdes
estudadas (Mansournia; Waters; Nazemipour; Bland et al., 2021). No presente estudo, as
diferencas entre os valores observados (7.984; 8.284; 8.086 Log UFC g*) e o valor predito
(7.6692 Log UFC g!) apresentaram uma média de diferenca (bias) de 0.4488 Log UFC,
com limites de concordéncia entre 0.1531 e 0.7445 Log UFC g. Isso sugere que o
modelo tende a subestimar levemente a conversdo observada, mas mantém os desvios
dentro de um intervalo considerado aceitavel para variagcdes experimentais (Karimifard;
Alavi Moghaddam, 2018). Assim, a visualizagdo por meio do gréafico de Bland-Altman
permite constatar que todos os pontos avaliados estdo proximos ao valor zero
(representado pela linha central), indicando concordancia entre o valor predito e o
observado, resultando em maior confiabilidade da predicdo do modelo e sua adequacgéo
para estimar a conversdo celular em diferentes combinagfes experimentais (Song; Cen;
Zhang; Bir6 et al., 2022).

3.2 Caracterizagdo do extrato fermentado

Diversos fatores devem ser considerados no desenvolvimento de novos produtos
alimenticios, incluindo a estabilidade durante o armazenamento, a composic¢do fisico-
quimica e nutricional, bem como, no caso de formula¢fes contendo probidticos, a
capacidade dos microrganismos se manterem viaveis ao longo do tempo de estocagem e
sobreviverem as condi¢Oes adversas do trato gastrointestinal (Albuquerque; Garcia;
Oliveira Araujo; Magnani et al., 2017). Nesse contexto, foram realizadas analises fisico-
quimicas e microbioldgicas do extrato fermentado otimizado, cujos resultados foram
comparados ao extrato controle ndo fermentado (ndo inoculado).

Altos indices de eficiéncia (superior a 80%) sdo desejaveis em produtos
microencapsulados, pois asseguram maior viabilidade microbiana e contribuem para a
manutencdo da funcionalidade do produto (Aradjo Etchepare; Nunes; Nicoloso; Barin et
al., 2020). A eficiéncia do extrato fermentado otimizado em manter a viabilidade de L.
plantarum CCMA 0743 apds a secagem por spray drying foi expressiva, com média de
90.74% (Tabela 3) e valores individuais variando entre 89.68% e 92.69%. Esses
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resultados indicaram que a maior parte da biomassa microbiana de L. plantarum
CCMAOQ743 incorporada na formulacdo foi efetivamente recuperada no produto seco,
demonstrando adequada protecdo das células ao longo do processo de secagem. Essa
eficiéncia de encapsulamento é comparavel a de outros estudos que utilizaram materiais
de parede convencionalmente empregados na microencapsulacdo de probidticos. Por
exemplo, Guo; Li; Tang; Chang et al. (2022) relataram valores de recuperacéao de células
viaveis de L. plantarum de 93.79% ao utilizarem soro de leite e dextrana como agente
encapsulante, enquanto Nunes; Etchepare; Cichoski; Zepka et al. (2018) obtiveram

93.12% com o uso de inulina.

Table 3. Physicochemical and microbiological characterization of non-
fermented and fermented taro extract obtained by spray drying.
Taro extract

Variables

Non-fermented Fermented

Powder yield (%) 60.09 + 0.95 56.74 +3.56
Viability L. plantarum (%) _ 90.74 £ 1.69
Viability P. kluyveri (%) _ 47.76 + 7.46
pH 6.43 £ 0.04 3.89 £ 0.08*
Water activity (aw) 0.43+0.02 0.38£0.03
Hygroscopicity (g/100 g) 3.69 £1.69 4.04+ 1.63
Water solubility (%) 76.70 + 2.44 76.57 +0.95

L 62.40 £3.79 65.01 +3.40

C 10.01+0.61 1293 +0.65*

h° 93.52+0.31 81.30+0.13 *
Particle size D50(jum) 431158 4.39+1.69

Data are expressed as mean * standard deviation. Student’s t-test was used to compare the non-fermented
and fermented taro extract after drying. *Indicates a statistically significant difference compared to the
Control group (p < 0.05). L = lightness, C = chroma, h° = hue angle

A levedura Pichia kluyveri CCMA 0615 apresentou valores de eficiéncia
inferiores, com uma meédia de 47.76%. Embora os valores de sobrevivéncia dessa
levedura sejam relativamente baixos, & amplamente reconhecido que certos
microrganismos apresentam uma capacidade reduzida de resistir as adversidades do
processo de secagem, demonstrando maior sensibilidade (Bustos; Taranto; Gerez;
Agriopoulou et al., 2024). Os mecanismos de protecdo intrinsecos a esses
microrganismos incluem o acumulo de substancias osmo-protetoras, modificacGes na
composicdo da membrana celular e a expresséo de proteinas de choque térmico (HSPs),

processos ja observados em Lactiplantibacillus plantarum (Broeckx; Vandenheuvel,
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Claes; Lebeer et al., 2016; Cui; Hu; Qian; Mao et al., 2022; laconelli; Lemetais; Kechaou;
Chain et al., 2015; Liao; Hang; Liu; Pan et al., 2010). Por outro lado, ainda s&o limitados
0s estudos que exploram os efeitos da microencapsulacdo na viabilidade de P. kluyveri.
Um estudo recente, realizado com a cepa P. kluyveri CCMA 0615, observou uma maior
sensibilidade ao estresse causado pela secagem, quando comparada a Saccharomyces
cerevisiae (Resende; Martins; De Souza Melo; Magnani et al., 2025).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram o potencial do extrato fermentado
de taro como uma matriz alternativa eficaz para a veiculacdo de probidticos,
particularmente bactérias acido-laticas (BAL), mesmo em processos que envolvem
temperaturas elevadas, como a secagem por spray drying. Em relacdo a levedura, embora
tenha sido observada a necessidade de um material de parede celular mais eficiente para
a preservacdo de sua viabilidade, a menor taxa de sobrevivéncia da levedura nédo
compromete a funcionalidade do extrato seco de taro fermentado. Isso se deve ao fato de
que a contribuicdo de P. kluyveri durante o processo fermentativo favorece a formagéo
de compostos bioativo relevantes para a qualidade e funcionalidade do produto (Cosme;
Inés; Vilela, 2022; Ldpez-Palestino; Gomez-Vargas; Suarez-Quiroz; Gonzalez-Rios et
al., 2025; Sadeghi; Ebrahimi; Shahryari; Kharazmi et al., 2022).

A secagem por atomizacdo é um dos métodos mais utilizados para a obtencéo de
alimentos em po, por permitir a rapida remogdo da agua e preservar caracteristicas
essenciais como a cor, a estabilidade fisica e a qualidade funcional do produto (George;
Thomas; Kumar; Kamdod et al., 2022). No presente estudo, o extrato de taro fermentado
(Tabela 3) apresentou baixa atividade de agua (0.38), baixa higroscopicidade (<5 g/100
g) e boa solubilidade (>70%), caracteristicas atribuidas a matriz alimentar utilizada.

A auséncia de diferencas significativas entre o extrato fermentado e o controle
ndo inoculado reforca o papel do taro nessas caracteristicas, o que é corroborado por
Hoyos-Leyva; Chavez-Salazar; Castellanos-Galeano; Bello-Perez et al. (2018), que
relataram valores semelhantes de atividade de agua (0.3 — 0.4) ao utilizarem amido de
taro como material de parede. Valores de atividade de agua inferiores a 0.45 sdo
considerados ideais para inibir o crescimento microbiano e reduzir reagdes indesejaveis,
como oxidacdo e escurecimento ndo enzimatico, favorecendo a estabilidade fisico-
quimica e a seguranca durante o armazenamento(Tapia; Alzamora; Chirife, 2020). Além
disso, a baixa higroscopicidade e a elevada solubilidade do p6 desenvolvido conferem

maior vida util, facilidade de armazenamento e melhor aplicabilidade em formulacGes
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alimenticias, superando limitacfes frequentemente observadas em produtos em pé com
alta absor¢do de umidade (Ueda; Morales; Fernandez-Ruiz; Ferreira et al., 2023).

O pH também é um dos pardmetros amplamente utilizados na avaliacdo da
estabilidade e qualidade de produtos alimenticios. No presente estudo, o pH
significativamente mais baixo observado no extrato de taro fermentado (pH 3.89), em
comparagdo ao controle ndo fermentado (pH 6.43), € um resultado esperado em
decorréncia da atividade fermentativa dos microrganismos, especialmente L. plantarum,
que promove a producdo de acidos organicos, como 0 &cido latico (Jablonska-Rys;
Stawinska; Skrzypczak; Goral, 2022). Esse pH reduzido representa uma vantagem
importante tanto para a estabilidade microbioldgica, dificultando o crescimento de
microrganismos contaminantes e deterioradores, quanto para a funcionalidade do
produto, ao contribuir para a reducdo da oxidacdo e da degradacao de nutrientes sensiveis
ao pH. De acordo com Pasquet; Julien-David; Zhao; Villain-Gambier et al. (2024),
compostos fenodlicos; importantes bioativos presentes em alimentos de origem vegetal;
apresentam menor susceptibilidade a oxidacdo em ambientes mais &cidos. Esse achado
reforca os beneficios associados a valores reduzidos de pH quando o taro € utilizado como
matriz alimentar.

O rendimento representa a fracdo de material seco coletado em relacdo a massa
total da formulagdo liquida submetida a secagem (George; Thomas; Kumar; Kamdod et
al., 2022). Embora rendimentos superiores a 60% sejam considerados ideais, os valores
observados para o extrato fermentado e ndo fermentado, de 56.7% e 60.0%,
respectivamente, encontram-se dentro da faixa comum para a secagem por spray (20% a
70%) (Pereira; Cavalcante; Da Silva; Sensheng et al., 2024). Rosales-Chimal; Navarro-
Cortez; Bello-Perez; Vargas-Torres et al. (2023), em seus experimentos de otimizagédo
utilizando amido de taro como material encapsulante, encontraram variacdo de 33 a 73%
de rendimento. Tais variacfes foram atribuidas ao alto teor de sélidos dissolvidos, como
amidos e acgucares redutores, pois possuem tendéncia a aderéncia de particulas nas
paredes da cdmara de secagem. Em conjunto, os resultados obtidos confirmaram que o
p6 microencapsulado apresentou alta recuperagdo celular, bom desempenho tecnoldgico
e rendimento técnico compativel com processos industriais de secagem, sendo promissor
para aplicagdes funcionais como ingrediente probidtico em alimentos em po ou
suplementos.

Ainda sobre as caracteristicas dos extratos secos obtidos, notou-se que a

fermentagdo resultou em alteracdes significativas nos pardmetros colorimétricos, com
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aumento do indice de cromaticidade (C*) de 10.01 £+ 0.61 no controle ndo fermentado
para 12.93 + 0.65 no extrato fermentado, indicando maior saturacdo e intensidade da cor.
Paralelamente, foi observada uma reducéo no angulo de matiz (h°), de 93.52 + 0.31 para
81.30 £ 0.13, indicando aproximacdo da tonalidade do produto para matizes mais
avermelhadas ou alaranjadas. Essas mudancas podem estar associadas a transformacéo
ou degradacdo de compostos naturais presentes no taro, como flavonoides, antocianinas
ou outros polifendis, resultante do metabolismo microbiano durante a fermentagdo
(Degrain; Manhivi; Remize; Garcia et al., 2020).
O tamanho das particulas do extrato (microcapsulas) foi semelhante entre
os tratamentos, com médias de 4.31 um para o extrato ndo fermentado e 4.39 pum para o
fermentado. As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura estdo
apresentadas na Figura 3. Em ambos os tratamentos, foram observadas particulas com
morfologias diversas e tamanhos irregulares, incluindo estruturas com superficies lisas e
outras com aspecto rugoso, além da presenca de aglomerados. Essas caracteristicas
morfolégicas estdo diretamente relacionadas a composi¢do da matriz, com destaque para
apresenca de amido (Rosales-Chimal; Navarro-Cortez; Bello-Perez; VVargas-Torres et al.,
2023).
Imagens de microscopia do amido de taro revelam granulos de diferentes formas
e dimensfes, incluindo estruturas arredondadas, poliédricas com formacdo de
aglomerados (Branddo; Tagliapietra; Clerici, 2023). Importante destacar que as
micrografias ndo indicaram a presenca de fissuras ou rachaduras evidentes nas superficies
das microcéapsulas, sugerindo boa integridade estrutural das particulas formadas pelo
processo de secagem. Tamanho e a morfologia semelhantes, foram relatados por
Rezende; Lima e Naves (2021) no processo de microencapsulacédo de P. kluyveri CCMA
0615, utilizando protocolo de secagem por spray dryer e materiais de parede
convencionais, como soro de leite e alginato. Esses resultados indicaram que o extrato de
taro pode ser uma alternativa vidvel como material de parede para a encapsulacdo de
microrganismos probidticos, gerando particulas com caracteristicas comparaveis as

obtidas com matrizes convencionais.
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Figura 3. Micrografias de varredura por microscopia eletrbnica das
microcapsulas obtidas ap6s o processo de secagem por atomizacdo. (A)
Tratamento controle (ndo fermentado); (B) Tratamento com extrato fermentado
por Lactiplantibacillus plantarum e Pichia kluyveri.

Em relagdo ao aspecto nutricional os extratos produzidos nédo diferiram para a
maioria dos parametros avaliados (Tabela 4). O extrato fermentado apresentou maior
umidade e reducdo de 15% do conteldo de proteinas. Estas alteracbes podem estar
relacionadas ao processo de fermentacdo com a acdo enzimatica dos microrganismos
sobre as macromoléculas, resultando na liberacdo de compostos de menor peso
molecular, como &cidos organicos, peptideos e acUcares redutores, que sdo mais
higroscépicos e dificultam a remocdo da agua durante o processo de secagem,
contribuindo para o aumento do teor residual de umidade no extrato fermentado (Bian;
Chen; Yang; Yu et al., 2022).

Table 4. Nutritional composition of non-fermented and fermented taro extract
dried by spray drying.

Nutritional facts Taro extract

(g per 100g) Non-fermented Fermented
Energy (Kcal) 332.3+£4.67 331.8+2.18
Moisture (g) 8.68 £ 0.08 9.05+0.02*
Total carbohydrates (g) 74.41 £ 0.57 75.38 £ 0.65
Starch (9) 42.39+0.32 41.02 +1.52
Proteins (g) 7.83+0.54 6.61+0.22 *

Lipids (g) 0.37+£0.04 0.42 +0.12

Crude fiber (g) 2.45+1.10 2.40 £0.77

Ash (g) 6.27 £ 0.03 6.14 £0.18

Data are expressed as mean + standard deviation. Student’s t-test was used to compare non-fermented
and fermented taro extracts after drying. *Indicates a statistically significant difference between
treatments (p < 0.05).
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Apesar da reducéo do teor de proteina do extrato fermentado, este ainda é superior
ao encontrado na maioria dos farinaceos convencionais derivados de tubérculos, como
polvilho e fécula de mandioca, que geralmente apresentam baixos niveis proteicos
(Otekunrin; Sawicka; Adeyonu; Otekunrin et al., 2021; Zhu, 2016). Além do seu
conteudo proteico, o contetdo de fibras do extrato seco, em torno de 2.4% em ambos 0s
tratamentos, destaca-se positivamente frente a esses e outros ingredientes amil&ceos -
polvilho doce, fécula de mandioca, amido de milho, dentre outros, os quais apresentam
teores muito baixos (0.2 a 0.7%) ou nulos de fibras (Shah; Saeed; Afzaal; Waris et al.,
2022).

Adicionalmente, os extratos secos de taro apresentaram contetdo expressivo de
amido, representando mais de 50% do total de carboidrato calculado: aproximadamente
41 g dentre os 74 g por 100 g de produto. Esse elevado teor de amido considerado um
aspecto relevante da composicdo nutricional do extrato de taro, ndo apenas pela sua
contribuicdo como fonte energética, mas principalmente por seu potencial funcional.
Predominantemente classificado como amido resistente tipo 2 (AR2), 0 amido cru de taro
apresentou estrutura granular densa e compacta, baixa solubilidade em agua e resisténcia
a digestdo enzimatica no intestino delgado (Kaushal; Kumar; Sharma, 2013; Simsek; El,
2012). Além disso, a composigdo rica em amilopectina confere ao amido de taro elevada
capacidade de gelatinizacdo e formacdo de géis estaveis, caracteristicas que o tornam
interessante para aplicacOes tecnologicas em alimentos (Alfaro-Galarza; Lopez-Villegas;
Rivero-Perez; Tapia- Maruri et al., 2020).

Processos térmicos simples, como o0 cozimento seguido de resfriamento
controlado, podem promover rearranjos estruturais que resultam na formacdo de amido
resistente tipo 3 (AR3), por meio da retrogradacdo (Setiarto; Jenie; Faridah; Sulistiani et
al., 2018). Esse tipo de modificacdo aumenta a fracdo de amido que resiste a digestao,
reforcando seu valor funcional. O amido resistente, em suas diferentes formas, é
reconhecido por atuar como composto prebiotico, uma vez que escapa a digestao no trato
gastrointestinal superior e é fermentado no célon, promovendo o crescimento de bactérias
benéficas, como as do género Lactobacillus e Bifidobacterium (Tekin; Dincer, 2022).
Essa fermentacdo leva a producdo de acidos graxos de cadeia curta, como o butirato,
associados a manutencdo da integridade da mucosa intestinal, modulacdo do sistema
imune e prevencdo de disturbios metabolicos (Saxby; Tipton; Lee; Wang et al., 2020;
Saxby, 2020).



73

Além da funcdo preébiotica, foi relatado que o AR3 produzido a partir do amido
de taro pela aplicacdo de processos de aquecimento, como ocorre no presente estudo pelos
processos de pasteurizagdo e secagem em spray dryer, possui a capacidade de ligacéo de
acidos biliares in vitro e assim possivel efeito sobre a reducdo efetiva de colesterol
(Simsek; El, 2012). Estes resultados indicaram que o extrato de taro fermentado pode
oferecer vantagens nutricionais e funcionais, associando propriedade prebioticos e
probiodticas, caracterizando-se como um simbidtico.

A quantificacdo de acidos organicos por HPLC revelou diferencas significativas
entre 0 extrato de taro ndo inoculado e o fermentado com L. plantarum e P. kluyveri
(Tabela 5).

Tabela 5. Concentration of organic acids in non-inoculated and fermented taro extract
after spray drying.
Concentration of Acids (mg/g)

Taro
extract
Non- 0.009%+ 185+ 0.05% 0.08+ 437022+ 0015+ 022 0.002+
inoculated 0.001 0.02 0.01 0.01 0.04 o0.01 0.001 0.01 0.001
Fermented 0.01+ 211+ 0.02+ 1064+4.68+ 0.07+ 0.01% 007+ 004z
extract  0.001* 0.05* 0.01* 0.19* 0.08* 0.00* 0.001* 0.001* 0.004*
Data are expressed as mean =+ standard deviation. Student’s t-test was used to compare non-fermented and
fermented taro extracts after drying. *Indicates a statistically significant difference between treatments (p
<0.05)

Butyric Citric Isobutyric Lactic Malic Oxalic Propionic Succinic Tartaric

O aumento acentuado de acido latico no extrato fermentado, de 0.01 g/100g no
controle para 10.64 + 0.19 g/100g no fermentado, destaca a intensa atividade fermentativa
de L. plantarum, uma bactéria acido-lactica heterofermentativa facultativa, amplamente
conhecida por sua capacidade de metabolizar aclcares como glicose e sacarose com
producdo predominante de &cido latico como metabdlito final (Wang; Wu; Lv; Shao et
al., 2021). O aumento do acido latico esta diretamente relacionado ao baixo valor de pH
do extrato fermentado, o que confere maior seguranca e estabilidade do produto(Possas;
Bonilla-Luque; Valero, 2021). Além disso, o &cido latico é considerado um p6s-bidtico
importante com efeitos antimicrobianos e moduladores da microbiota intestinal
(Salminen; Collado; Endo; Hill et al., 2021).

Alguns grupos bacterianos, tais como dos géneros Bifidobacterium e
Eubacterium, comumente presentes na microbiota humana e animal, sdo capazes de
converter o 4cido latico em acido butirico por meio dos mecanismos "cross-feeding” - (2
lactatos + acetato — butirato + 2C0O2 +2H2) (Zhao; Lau; Zhong; Chen et al., 2024).
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Assim, uma producéo sustentada de acido butirico a partir de &cido latico proveniente da
dieta promove a modulagdo da microbiota, fortalecimento da barreira epitelial do
intestino e satde intestinal, aumentando a relevancia do processo fermentativo no produto
(Louis; Flint, 2016). Em menor magnitude, foi observado aumento do acido citrico (1.85
+ 0.02 para 2.11 + 0.05 g/100g) e malico (4.37 £ 0.04 para 4.68 + 0.089/100g) para o
extrato fermentado (p<0,05).

A reducdo significativa no teor de acido oxalico de 0.22 + 0.01 para 0.07 + 0.00
0/100g, reducdo de 68%, € um resultado importante, pois esse composto possui atividade
antinutricional, sendo capaz de formar complexos insolUveis com calcio e ferro no
intestino, prejudicando a absorcdo destes minerais (Zayed; Adly; Farag, 2025). A
degradacdo do acido oxalico pode estar associada a a¢do de enzimas microbianas como
oxalato descarboxilases ou a acidolise mediada por microrganismos fermentadores
facultativos (Murru; Blaiotta; Peruzy; Santonicola et al., 2017). Embora L. plantarum nao
seja classificado como oxalotréfico, ha relatos da capacidade de algumas cepas da espécie
em reduzir o teor de oxalato em matrizes vegetais (Karamad; Khosravi-Darani;
Khaneghah; Miller, 2022).

A fermentacdo demonstrou ser uma estratégia eficaz para melhorar a qualidade
nutricional e tecnoldgica do extrato de taro, promovendo a acidificacdo natural do meio,
conferindo mais seguranca e estabilidade, além da diversificacdo do perfil de acidos
organicos, producdo de pds-bidticos e a reducdo de compostos antinutricionais.

A analise de compostos volateis por GC-MS mostrou mudancas claras no perfil
do extrato de taro ap6s a fermentacdo. Para explorar essas alteragdes, foi realizada uma
Anélise de Componentes Principais (PCA), permitindo visualizar a separagdo entre 0s
tratamentos de extratos fermentados e nao fermentados com base na variancia explicada
por cada componente no perfil metabolico (Figura 4).

O grafico a esquerda mostra a projecéo das amostras nos componentes PC1 e PC2,
que explicam aproximadamente 94.7% e 4.5% da variancia total, respectivamente. O
gréfico a direita apresenta a projecdo nos componentes PC1 e PC3, que representa mais
0.9% da variancia. A separacdo observada entre 0s grupos evidencia a alteracéo no perfil
de compostos volateis promovida pela fermentacéo. A separagéo clara entre os grupos de
tratamento foi confirmada por analise estatistica multivariada por permutacdo
(PERMANOVA), com resultado significativo (F = 102, p = 0,020).
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Figura 4. Analise de Componentes Principais (PCA) dos extratos de taro
fermentado (azul) e ndo fermentado (vermelho), com base no perfil de
metabdlitos detectados por GC-MS. As setas inseridas em cada gréfico
correspondem aos cinco autovetores (compostos) que mais contribuiram para a
variabilidade explicada por esses componentes. A magnitude e direcdo das setas
representam, respectivamente, a forca e o sentido da correlacdo de cada
metabolito com os eixos principais, sendo todas escaladas de forma proporcional
para permitir a comparacgao visual entre os compostos.

O heatmap representa a abundancia relativa normalizada dos compostos volateis
identificados por GC-MS nos extratos secos fermentados e ndo fermentados de taro
(Figura 5). A coloracdo varia de vermelho (alta concentracdo relativa) a azul (baixa
concentragcdo relativa), padronizado entre —1 e +1. No extrato ndo fermentado,
destacaram-se compostos como 1-octen-3-ol, homosalato e diisobutyl phthalate,
compostos que compBem o perfil volatil caracteristico de vegetais crus ou minimamente
processados (Li; Zhang; Zeng; Xi et al., 2023). Em contraste, o extrato fermentado
apresentou um perfil mais complexo e funcionalmente interessante, com abundancia
expressiva de alcoois superiores phenylethyl alcohol e benzyl alcohol, acidos caproico e
caprilico, além da cetona 3,5-octadien-2-one. Esses resultados indicam que a fermentacao
por L. plantarum e P. kluyveri promoveu uma profunda transformacdo qualitativa no
perfil de compostos volateis, reduzindo compostos indesejaveis por volateis que possuam

atividade benéfica ao organismo e sensorialmente positivos.
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Figura 5. Heatmap dos compostos volateis detectados por GC-MS nos extratos
de taro fermentado e ndo fermentado. As abundancias foram escaladas por
composto (z-score), com valores mais elevados em vermelho e valores reduzidos
em azul. Os tratamentos estdo agrupados na parte inferior e 0s compostos na
lateral esquerda, com base na similaridade de seus perfis. “~ Mostra o nivel de
significancia da diferenca entre tratamentos.

AP. kluyveri é amplamente reconhecida por sua capacidade de intensificar o perfil
aromatico de alimentos fermentados, sendo responsavel pela producdo de &lcoois
superiores, ésteres e outros compostos volateis com impacto sensorial positivo (Méndez-
Zamora; Gutiérrez-Avendafio; Arellano-Plaza; De la torre gonzalez et al., 2020). Dentre
os alcoois superiores, destacou-se o aumento significativo do phenylethyl alcool com
aroma frutado e de rosas, cuja concentracdo passou de 328.50 + 43.10 ng/g no extrato ndo
fermentado para 9580.00 + 1806.00 ng/g no fermentado. De forma semelhante, o benzyl

alcool apresentou incremento de 24.86 + 3.09 ng/g para 293.40 = 16.33 ng/g,
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intensificando notas frutadas e levemente picantes. Esses compostos sdo produtos
classicos do metabolismo da levedura via rota de Ehrlich, a partir da degradacdo de
aminoéacidos aromaticos (Mitri; Koubaa; Maroun; Rossignol et al., 2022; Rong; Yu;
Hong, 2025).

Outros compostos com propriedades sensoriais especificas também foram
detectados em maiores concentragdes no extrato fermentado, como o (E)-2-nonenal (de
536.80 + 18.46 para 1040.00 £ 134.90 ng/g), associado a notas levemente oleosas e
florais, e o 3,5-octadien-2-one, ausente no controle e presente apenas no extrato
fermentado (531.74 + 72.05 ng/g), caracterizado por notas verdes e herbaceas (Tabela 6).
Ambos sdo derivados da oxidacao de &cidos graxos insaturados, processo possivelmente
mediado pela atividade enzimética da levedura Pichia kluyveri. A presenca desses
volateis contribui para a complexidade aromatica do produto, sendo os descritores florais
e herbaceos considerados positivos para a aceitacdo sensorial de alimentos fermentados
a base de plantas (Melini; Melini; Luziatelli; Ficca et al., 2019).

Do ponto de vista da contribui¢cdo do L. plantarum, observou-se aumento nos
niveis de acidos graxos volateis, mais acentuadamente o acido caproico (de 51.61 + 6.09
para 437.90 + 78.47ng/g) e acido caprilico (de 0 para 103.00 = 13.58 ng/g), ambos
relacionados a notas de queijo, gordura e pungéncia, comumente encontradas em
produtos lacteos maturados. A producdo desses acidos pode decorrer da fermentagdo
secundaria de aminodacidos de cadeia ramificada e lipidios residuais, conforme observado
em fermentagdes envolvendo cepas de L. plantarum (Chang; Foo; Loh; Lim et al., 2021).
Os é&cidos caproico e caprilico sdo acidos graxos de cadeia média (MCFAs), com
propriedade lipofilica que, sdo reconhecidos como posbioticos (Kumar; Green; Rawat,
2024). Estes compostos tém atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e
fungos, devido a incorporacdo destes acidos graxos na membrana, promovendo sua
desestabilizacdo (Desbois; Smith, 2009). Esta incorporagéo seletiva ocorre pela maior
interacdo do acido caproico e caprilico aos lipopolissacarideos (LPS) e esterdis da
membrana. A presenca destes acidos contribui ndo apenas para o perfil sensorial do
produto, mas também para sua funcionalidade, refor¢ando o valor do extrato fermentado
como um ingrediente bioativo.

Além do enriquecimento do perfil desejavel, a fermentacdo também promoveu a
reducdo completa do 1-octen-3-ol (de 1912.00 £ 49.74ng/g para 0). Este composto é

associado a aromas indesejaveis como mofo, cogumelo e terra, comumente presentes em
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alimentos vegetais crus ou pouco processados (Li; Zhang; Zeng; Xi et al., 2023). Esse
resultado reforga a funcgdo tecnoldgica da fermentacéo na eliminacao de off-flavors.

Em conjunto, os resultados revelam um perfil volatil complexo e equilibrado,
aproximando o extrato fermentado de produtos lacteos em termos sensoriais. Este perfil
é altamente desejavel em formulacbes de alimentos plant-based fermentados, como
analogos de iogurtes, bebidas e queijos veganos (Batista; Ramos; Pires; Moreira et al.,
2019)
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Table 6. VVolatile compounds identified by GC-MS analysis for the control and fermented taro extract

Concentration (ng/g)

Ret

Chemical Class Volatile Compounds Time Ret Index Sensory Perception Non-fermented Fermented
Caproic acid 16.028 2110 cheesy, oily, pungent, sour? 51.61 £ 6.09 437.90 + 78.47 *
Caprylic acid 18.775 2308 cheesy, fatty, oily! 0.00 £ 0.00 103,00 £ 13.58 *
Acids Nonanoic acid 20.009 2397 coconut, fatty ! 20.44 + 2.09 53.16 £ 8.73
6-methylheptyl acrylate 10.528 1452 - 0.00 £ 0.00 903.70 +6.37 *
2-Ethylhexanoic acid 17380 2207 cheesy! 50.52 + 0.54 86.77 + 18.77
cucumber, earthy, floral,
1-octen-3-ol 9.936 1418 mushroom, green, musty, 1912.00 +£ 49.74 0.00+0.00 *
and meat*
Alcohols Benzyl Alcohol 16.404 2137 pungent, spicy, fruity® 24.86 + 3.09 293.40 + 16.33*
Phenylethyl Alcohol 16.915 2174 sweet, peach, rose? 328.50 + 43.10 9580.00 + 1806.0*
2-Methyl-2-dodecanol 15486 2071 waxy, fatty? 56.14 + 1.87 684.24 + 130.76*
Aldehydes (E)-2-Nonenal 11462 1507 papery, fatty, violet? 536.80 + 18.46 1040.00 + 134.90*
Alkanes Octadecane 15.864 2098 - 66.53 + 10.51 123.80 + 18.76*
5-Methylpentadecane 12202 1550 - 28.84 £ 4.55 104.33 £19.63
2-Tridecanone 15.692 2086 salty! 0.00 £ 0.00 110.20 £ 17.72*
Ketones 3,5-Octadien-2-one 12.035 1540 green, herbaceous, pungent! 0.00 £ 0.00 531.74 + 72.05*
Geranylaceton 16159 2119 floral, fruty® 56.56 + 0.06 99.55 + 6.99*
Diisobutyl phthalate 24.047 2688 roasted potato* 755.20 + 87.81 531.50 + 61.49*
Esters Methyl palmitate 20.618 2441 clove? 31.02 £ 2.07 43.22 £ 2.51*

Homosalate 23118 2621 mild minty* 109.20 = 0.58 78.00 £ 8.71*




Tabela 6. Continuacéo

80

Ethers 2-Decanol, methyl ether 18047 2255 - 0.00 +0.00 177.70 + 28.47
2(3H)-Furanone, dihydro-5- ¢ ¢ 2370 i 0.00 + 0.00 400.90 + 79.09*
methyl-5-(2-methylpropyl)-

Others A-Hydroxy-3- 20.279 2416 ; 42.18 +3.85 58.50 + 0.59 *

methylacetophenone
2,3-Epoxy-2-methylpentane 12594 1573 - 0.00 £ 0.00 550.87 £ 103.45*

Values are expressed as the mean concentration (ug/mL). -: sensory perception not found. Sensory perceptions were mentioned in: (PubChem, n.d.); ? (Denk et al., 2019);

3(Deng et al., 2024; Zhu et al., 2024); 4(Mao et al., 2024)
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A viabilidade de L. plantarum CCMA 0743 e P. kluyveri CCMA 0615
microencapsulados pelo extrato de taro foi monitorada ao longo 180 dias sob duas
condigdes de armazenamento: temperatura ambiente (~25 °C) e refrigeracéo a 4 °C. Os
resultados evidenciaram perfis distintos de estabilidade entre os microrganismos testados
(Figura 6).

Em relacdo a levedura P. Kluyveri, observou-se que o processo de secagem
promoveu acentuada reducdo da viabilidade celular j& nos primeiros 30 dias, com
contagens decrescendo para niveis inferiores a 102 UFC/g, tanto sob refrigeracdo quanto
em temperatura ambiente. Diferentes estudos sugerem que leveduras do género Pichia
podem ser particularmente sensiveis ao estresse térmico e osmotico imposto pelo
processo de atomizagdo por spray drying, resultando em baixa viabilidade p6s-secagem
e durante o armazenamento, especialmente em temperaturas ambientes (Aguirre-Guitrén;
Calderdn-Santoyo; Ortiz-Basurto; Bautista-Rosales et al., 2018; Resende; Martins; De
Souza Melo; Magnani et al., 2025). Apesar da baixa viabilidade, destaca-se que P.
kluyveri contribuiu significativamente para o perfil aromatico do extrato fermentado,
como evidenciado pela producao de compostos volateis desejaveis. Além disso, as células
de leveduras ndo viaveis tém sido associadas a efeitos benéficos a salde por meio da acédo
de seus componentes estruturais, como mananas e 3-glucanas presentes na parede celular,
e metabdlitos residuais (Sadeghi; Ebrahimi; Shahryari; Kharazmi et al.,, 2022;
Zotkiewicz; Marzec; Ruszczyfski; Feleszko, 2020). Assim, as células da levedura
presentes no extrato, mesmo que nado viaveis, podem conferir propriedades pos-bioticas,
ampliando a funcionalidade do produto.

L. plantarum demonstrou elevada viabilidade imediatamente apds o processo de
secagem, com contagens na ordem de 10° UFC/g. A estabilidade da bactéria foi
diretamente influenciada pela temperatura de armazenamento. Em temperatura ambiente,
observou-se reducdo para metade da populagdo inicial apés 30 dias, e queda dréstica para
menos de 102 UFC/g em 60 dias. Em contraste, a refrigeracao foi eficaz na preservacao
da viabilidade, mantendo os niveis praticamente inalterados até 180 dias. Esses dados
confirmam a conhecida robustez de L. plantarum a condic¢des adversas de processamento
e armazenamento (Kaymak Ertekin; Kopriialan Aydin; Altay, 2024; Radulovi¢;
Mioc¢inovi¢; Mirkovi¢; Mirkovi¢ et al., 2017). A manutencdo da viabilidade de L.
plantarum CCMA 0743 com contagens superiores a 10®8 UFC/g apds 180 dias de
armazenamento refrigerado confirma a estabilidade do microrganismo e assegura a

propriedade probidtica do produto a longo prazo.
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A sensibilidade da levedura e a necessidade de refrigeracdo para manutencéo da
viabilidade microbiana, pode representar uma limitacdo tecnoldgica relevante. Essa
limitacdo pode estar relacionada a degradacdo de componentes celulares sensiveis ao
calor, a baixa tolerancia ao estresse oxidativo e a possivel reativacdo metabolica em
condi¢cdes de umidade residual (Fujii; Sakamoto; Aso; Aktas et al., 2011; Martins;
Batista; Santos; Dias et al., 2022). Estratégias promissoras para atenuar estes problemas
incluem a incorporagéo de adjuvantes protetores durante a secagem, tais como alginato,
gomas vegetais, oligossacarideos e outros, 0s quais podem estabilizar membranas
celulares e enzimas, aumentando a sobrevivéncia e estabilidade durante o armazenamento
(Van Engeland; Haut; Debaste, 2025).
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Figura 6. Grafico de viabilidade ao armazenamento refrigerado por 180 dias.

A sobrevivéncia de microrganismos probidticos a passagem pelo trato
gastrointestinal (TGI), chegando viavel ao c6lon € um pré-requisito essencial para
garantir sua funcionalidade no hospedeiro (Hill; Guarner; Reid; Gibson et al., 2014). No
presente estudo, a sobrevivéncia de L. plantarum CCMA 0743 presente no extrato seco
de taro apds 6 meses de armazenamento e a mesma bactéria em meio MRS foi submetida
a simulacéo pela passagem no TGI (Figura 7).

A contagem inicial de L. plantarum foi de 8.33 log UFC/mL no extrato
fermentado de taro e 8.84 log UFC/mL no meio MRS. Apos a simulacdo completa do
trato gastrointestinal, as populagdes vidveis remanescentes foram de 6.79 log UFC/mL

para o extrato e 7.34 log UFC/mL para 0 MRS, permanecendo, em ambos 0s casos, acima
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de 10¢ UFC/mL. Essa faixa ¢ considerada adequada para que microrganismos probioticos
exercam seus efeitos benéficos a salde do hospedeiro, conforme recomendagdo de
organismos internacionais, que indicam uma concentragdo minima de 10° UFC/mL no
produto no momento do consumo (Fao/Who, 2002). O momento de transicdo do
estdmago para o duodeno, com aumento do pH de 2 para 5 e adicdo de sais biliares e
pancreatina, caracteriza-se como o principal ponto critico para a sobrevivéncia da bactéria
durante o transito gastrointestinal simulado. Apesar da redugéo significativa observada, a
velocidade de perda celular foi menor no extrato fermentado, que apresentou uma taxa de
decaimento de —0.0074 log min (R? = 0.895), em comparagio ao valor de —0.0091
log/min registrado para a suspensdo em MRS (R? = 0.892).

Essa menor taxa de decaimento no extrato pode ser atribuida a efeitos protetores
conferidos pelos sélidos presentes no extrato de taro, como amido, o contetido proteico e
fibras soltveis, componentes que podem atuar como barreiras fisicas e quimicas durante
o0 trénsito gastrointestinal (Gupta; Guha; Srivastav, 2024). Essas substancias tendem a
formar géis viscosos ou microambientes coloidais que encapsulam as células probidticas,
protegendo-as contra 0 pH gastrico e a acao de enzimas digestivas e sais biliares (Boldrini,
2023). No estudo conduzido por Setiarto; Kusumaningrum; Jenie; Khusniati et al. (2021),
demonstraram que o amido de taro modificado por dois ciclos de autoclavagem e
resfriamento (AC-2C) foi eficaz como material encapsulante para L. plantarum SU-LS36.
A microencapsulacdo com esse amido resultou em microcapsulas esféricas com alta
eficiéncia de encapsulacdo (89,83%) e proporcionou protecdo significativa durante o
processo de secagem por spray drying e armazenamento por até 6 semanas & temperatura
ambiente. Esses resultados, assim, como do presente estudo indicam que o taro pode
formar uma matriz protetora produzindo microcapsulas que protegem as células durante
0 armazenamento e conferem resisténcia contra as condi¢des adversas do TGI.

Os resultados reforcam o potencial do extrato fermentado de taro pela cocultura
de L. plantarum e P. kluyveri como uma matriz encapsulante natural e funcional, capaz
de substituir ou complementar materiais de parede tradicionais utilizados em processos
de secagem por spray drying, como maltodextrina, soro de leite e alginato. Além de ser
um ingrediente de baixo custo, o taro é um alimento natural e versatil, adequado para
diferentes perfis de consumidores, incluindo vegetarianos/veganos, diabéticos e pessoas

com intolerancias alimentares.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo elaborou o extrato fermentado seco de taro utilizando a co-cultura de
Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743 e Pichia kluyveri CCMA 0615, resultando em um
produto inovador, ndo lacteo, estavel e potencialmente funcional. Primeiramente, a matriz
fermentada de taro contribuiu como agente encapsulante natural, com elevada eficiéncia de
retencdo celular, baixa atividade de agua e estabilidade ao armazenamento e a passagem pelo
TGI simulado (acima de 10° UFC/mL). Além disso, o processo de fermentacao conferiu ao
extrato caracteristicas desejaveis, como a producdo de compostos pos-bioticos (acido latico,
hexanoico e octanoico), reducdo de compostos antinutricionais como o &cido oxalico,
enriquecimento do perfil sensorial e estabilidade microbioldgica para a cepa probidtica
bacteriana.

Em conjunto, os dados demonstraram que o0 extrato fermentado de taro relne
propriedades de interesse nutricional, funcional e tecnolégico, unindo prebi6ticos e probidticos
viaveis, caracterizando-se como um simbi6tico, somado as propriedades p6s-biéticos com os
compostos produzidos durante a fermentacdo e componentes células da levedura. A
composicao baseada em ingrediente vegetal, de baixo custo e aplicavel a diferentes pablicos,
reforca seu potencial como alternativa funcional a base de plantas para veiculacdo de
probioticos e como suplemento para adi¢do em alimentos.

Para comprovar a funcionalidade do extrato fermentado de taro, estudos futuros devem
incluir ensaios em modelos in vitro de fermentacdo col6nica, com o objetivo de avaliar seu
impacto na microbiota intestinal, especialmente na producdo de metabdlitos bioativos e na
modulacdo de grupos microbianos benéficos. Na sequéncia, a realizacdo de ensaios in vivo,
inicialmente em modelos animais e posteriormente em humanos, sera fundamental para validar
seus efeitos sobre a microbiota, salde intestinal e geral, consolidando sua aplicagdo como
alimento funcional. Do ponto de vista tecnoldgico, o extrato desenvolvido apresenta
caracteristicas promissoras para a formulacdo de alimentos ndo lacteos fermentados, como
iogurtes, queijos veganos, bebidas e suplementos em pd, oferecendo uma alternativa funcional
e estavel, isenta de ingredientes de origem animal e adequada a publicos com restricGes

alimentares.
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