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RESUMO

Por ser rica em biopolimero arabinogalactana, a mucilagem de ora-pro-n6bis (MOPN),
apresenta amplo potencial tecnoldgico aplicado a industria de alimentos, inclusive na formagéo
de particulas por gelificacdo i6nica. No entanto, estudos mostram que as esferas formadas com
MOPN e alginato apresentam grandes poros, que podem ser diminuidos com o revestimento
dessas particulas com biopolimeros de carga oposta ao hidrogel, formando um complexo
polieletrdlito. Essa combinacdo de técnicas é amplamente empregada no setor alimenticio e um
campo de aplicacdo é a encapsulagdo de probioticos para producao de alimentos funcionais. O
objetivo do presente trabalho foi sintetizar microparticulas de mucilagem de ora-pro-nobis
(MOPN) e alginato de sddio (ALG) revestidas com concentrado proteico de soro de leite (WPC)
ou quitosana (QUI) para a encapsulagéo de L. acidophilus ATCC 4356 aplicados em sorvetes.
As particulas foram produzidas por gelificacdo ibnica empregando um delineamento composto
central rotacional para otimizar as concentracdes de biopolimeros que proporcionaram maior
eficiéncia de encapsulagdo aos microrganismos. Essas esferas foram caracterizadas quanto a
morfologia, distribuicdo de tamanho, espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TGA) e teste de digestdo in vitro. Posteriormente,
as particulas foram adicionadas em sorvetes e a viabilidade dos probiéticos foi avaliada durante
60 dias de armazenamento e também apos teste de recristalizacdo. Os resultados mostraram que
L. acidophilus foi encapsulado com sucesso nas microparticulas sintetizadas com eficiéncia de
encapsulacdo méxima de 96,86% para as esferas sem revestimento (SRp), 98,40% para
particulas revestidas com concentrado proteico de soro de leite (WPC;p) e 99,56% para 0s
tratamentos revestidos com quitosana (QUIp). As concentrages otimizadas de cada
biopolimero foram de 0,6% (m/m) para MOPN, 0,9% (m/m) para ALG, 5,25% (m/m) para
WPC e 1,2% (m/m) para QUI. As analises de potencial zeta e FTIR confirmaram o revestimento
das particulas com WPC e QUI. As particulas sintetizadas apresentaram formato esférico e
didmetros médios de Sauter (D32) que variaram de 172,50 a 272,25 um. As microesferas QUI,
foram mais porosas, menos estaveis termicamente e apresentaram menores taxas de
sobrevivéncia de microrganismos em condi¢bes de trato gastrointestinal simulado e em
sorvetes, quando comparadas as demais. J& as microparticulas SR, e WPC, exibiram 0s
melhores resultados de viabilidade para o teste de digestdo in vitro (68,65% e 67,45%); para o
armazenamento do sorvete (71,23% e 72,49%); e para viabilidade apos ciclos de recristalizagédo
(93,32% e 92,47%). Os resultados para as células livres foram inferiores aos apresentados para
as células microencapsuladas, confirmando a capacidade das microparticulas de MOPN e ALG,
revestidas ou ndo, protegerem os microrganismos probioticos frente as condicGes adversas.
Finalmente, foi possivel atestar o potencial da MOPN na encapsulacdo de principios ativos,
sobretudo probioticos.

Palavras-chave: hidrocoloide; interacdo eletrostatica; microrganismo; viabilidade; sorvete.



ABSTRACT

Because it is rich in arabinogalactan biopolymer, ora-pro-nébis mucilage (MOPN) has broad
technological potential applied to the food industry, including in the formation of particles by
ionic gelation. However, studies show that spheres formed with MOPN and alginate have large
pores, which can be reduced by coating these particles with biopolymers of opposite charge to
the hydrogel, forming a polyelectrolyte complex. This combination of techniques is widely used
in the food industry and one field of application is the encapsulation of probiotics for the
production of functional foods. The objective of the present work was to synthesize
microparticles of ora-pro-nobis mucilage (MOPN) and alginate (ALG) coated with whey
protein concentrate (WPC) and chitosan (QUI) for the encapsulation of L. acidophilus ATCC
4356 applied in ice cream. The particles were produced by ionic gelation using a central
rotational composite design to optimize the concentrations of biopolymers that provided greater
encapsulation efficiency for the microorganisms. These spheres were characterized regarding
morphology, size distribution, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA) and in vitro digestion test. Subsequently, the particles were
added to ice cream and the viability of the probiotics was evaluated during 60 days of storage
and also after recrystallization test. The results showed that L. acidophilus was successfully
encapsulated in the synthesized microparticles with maximum encapsulation efficiency of
96.86% for uncoated spheres (SRp), 98.40% for particles coated with whey protein concentrate
(WPCp) and 99.56% for treatments coated with chitosan (QUIp). The optimized concentrations
of each biopolymer were 0.6% (m/m) for MOPN, 0.9% (m/m) for ALG, 5.25% (m/m) for WPC
and 1.2% (m /m) for QUI. Zeta potential and FTIR analyzes confirmed the coating of the
particles with WPC and QUI. The synthesized particles had a spherical shape and average
Sauter diameters (D32) that ranged from 172.50 to 272.25 um. The QUIp microspheres were
more porous, less thermally stable and showed lower survival rates of microorganisms in the
simulated gastrointestinal tract and in ice cream, when compared to the others. The SRp and
WPCp microparticles showed the best viability results for the in vitro digestion test (68.65%
and 67.45%); for storing ice cream (71.23% and 72.49%); and for viability after
recrystallization cycles (93.32% and 92.47%). The results for free cells were lower than those
presented for microencapsulated cells, confirming the ability of MOPN and ALG
microparticles, coated or not, to protect probiotic microorganisms against adverse conditions.
Finally, it was possible to attest to the potential of MOPN in encapsulating active ingredients,
especially probiotics.

keywords: hydrocolloid; electrostatic interaction; microorganism; viability; ice cream.



INDICADORES DE IMPACTO

O presente trabalho mostrou-se promissor no intuito de investigar novas vertentes da
MOPN, associando tal hidrocoloide a outros biopolimeros para a encapsulacdo de
microrganismos probidticos e para a producdo de um sorvete funcional, obtendo resultados
positivos quanto a eficiéncia de encapsulagdo (EE > 74,73 %) e quanto a resisténcia dos
probidticos frente a condi¢Bes adversas. Por ser uma hortalica ndo convencional e crescer em
ambientes aridos a ora-pro-nobis, bem como a mucilagem obtida a partir dessa planta,
apresentam um baixo custo de producao contribuindo para a diminuigdo dos custos relacionados
a encapsulacao de principios ativos, impactando economicante tal setor. Além disso, 0 emprego
dessa nova fonte de hidrocoloide pode ser visto como uma forma de ampliar e diversificar a
tecnologia de encapsulacdo voltada para a industria de alimentos, sobretudo, a de alimentos
funcionais. O fato de desenvolvermos particulas capazes de proteger microrganismos
probidticos frente a condigdes adversas durante e producdo e armazenamento de um sorvete
funcional contribui para que o alimento ofereca beneficios a salde do consumidor, como
regulacdo do transito e peristaltismo intestinal, estimulo a proliferacdo de bactérias benéficas e
aumento da resisténcia contra microrganismos patogénicos. Sendo assim, podemos observar
que o presente estudo pode impactar tecnoldgica e economicamente a industria de alimentos,
aléem de contribuir de forma consideravel para a satide e 0 bem-estar dos consumidores por meio
da ingestdo de um alimento rico em probidticos (Lactobacillus acidophilus).

IMPACT INDICATORS

The present work showed promise for investigating new aspects of MOPN, associating
this hydrocolloid with other biopolymers for the encapsulation of probiotic microorganisms and
for the production of a functional ice cream, obtaining positive results in terms of encapsulation
efficiency (EE > 74, 73 %) and regarding the resistance of probiotics to adverse conditions. As
it is an unconventional vegetable and grows in arid environments, ora-pro-nobis, as well as the
mucilage obtained from this plant, has a low production cost, contributing to the reduction of
costs related to the encapsulation of active ingredients, impacting the economy of this sector.
Furthermore, the use of this new source of hydrocolloid can be seen as a way to expand and
diversify encapsulation technology aimed at the food industry, especially functional foods. The
fact that we develop particles capable of protecting probiotic microorganisms against adverse
conditions during the production and storage of a functional ice cream contributes to the food
offering health benefits to the consumer, such as regulating intestinal transit and peristalsis,
stimulating the proliferation of beneficial bacteria. and increased resistance against pathogenic
microorganisms. Therefore, we can observe that the present study can have a technological and
economic impact on the food industry, in addition to contributing considerably to the health
and well-being of consumers through the ingestion of a food rich in probiotics (Lactobacillus
acidophilus).



LISTA DE FIGURAS
PRIMEIRA PARTE

Figura 1 - Morfologia das diferentes particulas obtidas por encapsulag&o. ..............cceceenenne. 17
Figura 2 - Modelo de caixa de ovos gerado pela gelificagdo i0nica. ..........cccocvevviiiveinieninnn, 19
Figura 3 - Gelificagao 10NICA EXIEIMA. ... ..ciuviiiieiiiesiee ettt 20
Figura 4 - Esquema de interaGdo eletroStatiCa. ..........ccovvereiieiiiiie e 21

Figura 5 - Estrutura dos blocos homopoliméricos M- e G- (formados a partir de residuos de
acido manuronicos e gulurdnicos, respectivamente) e dos blocos heteropoliméricos

M-G-M-, que constituem a molécula de alginato..............ccccovriieriinienciienieenn, 24

Figura 6 - Estrutura da arabinogalactana do tipo I. Cadeia principal -D-galactopiranose (1,4)

e ramificagdes de B-D-galactopiranose (1,6) ¢ a-L-arabinofucose. ...................... 27
Figura 7 - Desacetilacdo da quitina e formagao da quitosana - estrutura...........c.cceeeevereveennnenn 29
SEGUNDA PARTE
Figura 1 - Fluxograma de producdo do sorvete probiotiCo..........cccevueeiiieiiiie e 56

Figura 2 - Curvas de crescimento de L. acidophilus ATCC 4356 (a) Log UFC.mL™ X Densidade 6ptica
(600 nm); (b) Densidade 6ptica (600 NM) X TEMPO. .....cccvveiiieeiiriieiiee e 59

Figura 3 - Curva de contorno para a eficiéncia de encapsulacdo levando em consideracao as variaveis
(a) MOPN e ALG nos tratamentos revestidos com WPC, (b) MOPN e ALG nos tratamentos
revestidos com QUI, (¢) MOPN e WPC, (d) MOPN e QUI, (e) ALG e WPC, (f) ALG e QUI.

Figura 4 - Fotomicrografias com aumento de 40 x das microparticulas (a) SR, (b) WPC, (c) QUI,...68

Figura 5 - Eletromicrografias de varredura das microparticulas (a) SR, - 2000 x; (b) SR, - 10000 x; ()
WPC; - 2000 x; (d) WPC, - 10000 x; (e) QUI, - 2000 X; (F) QUIp - 10000 X.....oevvevreneee. 70

Figura 6 - Distribuicdo de tamanho das microparticulas sem revestimento SR, revestidas com

concentrado proteico de soro de leite WPC,, ou revestidas com quitosana QUlI,............... 71

Figura 7 - Espectro de FTIR para os biopolimeros ALG, MOPN, QUI, WPC e para as microparticulas
SRp, WPCh, QU ettt ettt e te st e sne et enneeaennaenne e 73



Figura 8 - Curvas de TGA para as microparticulas sem revestimento (SRp); revestidas com concentrado
proteico de soro de leite (WPC,) e revestidas com quitosana (QUIp). .....cceevvveviirerinnnee. 76

Figura 9 - Viabilidade ao longo do armazenamento de L. acidophilus adicionados no sorvete na forma
livre (LIVRES), em microparticulas sem revestimento SR;, revestidas com concentrado
proteico de soro de leite WPC,, e revestidas com quitosana QUlp. ......ccocvveviveiiireninnnnnn, 83

Figura 10 - Micrografia de fluorescéncia dos sorvetes adicionados das microparticulas (a) SR,— 0 dias;
(b) SR, — 60 dias; (c)WPC, — 0 dias; (d)WPC, — 60 dias; (e) QUI, — 0 dias; (f) QUI, — 61
dias; (g) Células livres — 0 dias; (h) Células livres — 60 dias;...........ccccoverrerireiiieerieiienn, 84



LISTA DE TABELAS

SEGUNDA PARTE

Tabela 1 - Variaveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para

microparticulas recobertas com concentrado proteico de soro de leite. ............. 50

Tabela 2 - Variaveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para

microparticulas recobertas Com QUItOSANA. ........ccververeiieiereniiieie e 51

Tabela 3 - Delineamento composto central rotacional com os resultados de eficiéncia de

encapsulacao para as microparticulas produzidas. ...........ccccceevvevieeriie e 61
Tabela 4 - Caracterizacao das solucdes poliméricas formadoras das microparticulas. ........... 66

Tabela 5 - Didametro médio (D32) e indice de polidispersividade (Span) das microparticulas
SRp, WPCp € QUIp. ... seses et ess st 72

Tabela 6 - Estabilidade térmica das microparticulas no segundo estagio de degradagéo......... 77

Tabela 7 - Taxa de sobrevivéncia dos L. acidophilus encapsulados e livres em condicédo

gastrointestinal Simulada. ............cccoceeeiii s 78

Tabela 8 - Taxa de sobrevivéncia dos L. acidophilus N0S SOrVetes. .........ccccccveeviveeeiiieesinnnnnn 81



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4
3.5
3.6

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ...ttt ettt 13
INTRODUGAO . .......ooueieieeeeeeeeee et see et ene ettt 13
OBUIETIVOS......co ettt et ettt ettt sttt ee e sn st 15
ODJEEIVO BIAL.... .o 15
ODjJEtiVOS ESPECITICOS ...ttt 15
REFERENCIAL TEORICO ...ttt 17
ENCAPSUIAGAD. ... 17
GEIITICAGAD TOMICA ... ettt 18
INtEracao letrOSTALICA ........c.veieieiiee s 21
Materias poliméricos formadores de particulas ............ccccceeveiiiiiiciiiie e 22
ALGINALO. ...ttt bttt 24
Mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) .........cccciiiiiiiiieie e 25
(@ 10 ] (0 1Y- 1o - OSSP SUSSPRRSPI 28
Proteina do SOro do EITE ........coviiiie i 30
o 0] 0110 A oo POV P PP PPOURPPRTPRY 31
Sorvete como material carreador de probidtiCo ..........ccccecvveevie e, 33
REFERENCIAS ..ottt 35
SEGUNDA PARTE ...ttt 44
ARTIGO ..o ettt 44
TERCEIRA PARTE ... 94

CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt 94



13

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A encapsulacdo é uma tecnologia que permite o revestimento de compostos sélidos,
goticulas de liquidos ou gases, através de diferentes tipos de materiais poliméricos,
convertendo-os em produtos de maior conveniéncia e aplicabilidade. Seu principal objetivo é
proporcionar protecdo ao material encapsulado contra condi¢des adversas do meio externo
(umidade, calor, pH, oxigénio e luz) e, permitir sua liberacdo controlada em locais especificos,
mediante certos estimulos (Nezamdoost-Sani et al., 2024; Paulo; Santos, 2017).

A técnica de encapsulacdo vem sendo extensivamente estudada e, devido a sua grande
versatilidade quanto a materiais e métodos empregados, essa tecnologia apresenta aplicacGes
em diversos setores como: industria alimenticia, quimica, farmacéutica, biomédica, agricola,
téxtil, de energia, entre outras (Afzaal et al., 2019; Etchepare et al., 2015; Guilherme et al.,
2015; Paulo; Santos, 2017; Treenate; Monvisade, 2017)

Quanto as metodologias, a encapsulacdo oferece uma gama de opgdes, variando entre
métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos. Neste Ultimo grupo, destaca-se a gelificacao i6nica
por ser uma técnica simples, rapida e de facil execucéo, na qual particulas de gel sdo formadas
a partir de ligaces cruzadas entre polimeros e ions bivalentes, sobretudo Ca?* (Etchepare et al.,
2015; Nezamdoost-Sani et al., 2024).

O principal polimero empregado na gelificacdo idnica € o alginato de sddio que consiste
em um heteropolissacarideo natural, biocompativel, biodegradavel que forma gel
instantaneamente em contato com ions calcio (Funami et al., 2009; Wang et al., 2022). Todavia,
tem-se intensificado a busca por novos materiais poliméricos, como hidrocoloides, que
possibilitem a formacdo de gel e consequentemente a encapsulacdo de principios ativos por
gelificacdo idnica (Rodrigues et al., 2022; Salehi et al., 2015). Neste contexto, cactaceas, como
0 ora-pro-nobis, revelam-se como fontes de hidrocoloides com potencial aplicacdo para
encapsular substancias devido a composicao rica em polissacarideos e proteinas (Conceicdo et
al., 2014; Lima Junior et al., 2013; Takeiti et al., 2009).

A planta Pereskia aculeata Miller, popularmente conhecida no Brasil como ora-pro-
nobis (OPN), € uma cactacea que, além de apresentar baixo custo de producéo, contém um alto
teor de biopolimero arabinogalactana, encontrando desta maneira, aplicacdo na industria de
alimentos e farmacéutica (Conceicdo et al., 2014; Lima Junior et al., 2013; Nogueira Silva et
al., 2023).
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Nos Ultimos anos, o potencial tecnoldgico da mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) vem
sendo explorado como agente espessante, emulsificante e gelificante na producdo de petit suisse
(Silva et al., 2021) e bebidas lacteas fermentadas (Amaral et al., 2018) como agente formador
de nanoemulsdes (Lago et al., 2019), na producdo de filmes poliméricos (Oliveira et al., 2019)
e também como material de parede para encapsulacdo de a-tocoferol por liofilizacdo (Neves et
al., 2020; Oliveira et al., 2023).

Em estudo recente foi avaliada a capacidade da MOPN na formac&o de particulas de
hidrogéis e foi verificado que a mucilagem atuou juntamente com o alginato de sédio na
reticulacdo da cadeia polimérica. No entanto, as esferas apresentaram elevada porosidade, alta
difusdo e baixa resisténcia mecénica (Morais et al., 2023). Visando a diminui¢do dessa
porosidade e a melhora das caracteristicas de protecdo da particula, tem sido proposta a
aplicacdo de um revestimento através de interacOes eletrostaticas pela adicdo de um
polieletrolito (polissacarideo ou proteina) de carga elétrica oposta a apresentada pelo gel,
formando os chamados complexos polieletrélitos (Etchepare et al., 2015, 2020).

Nessa vertente o uso de quitosana e proteina do soro do leite apresenta-se interessante,
ja que em valores de pH inferiores ao pKa da quitosana e ao ponto isoelétrico das proteinas do
soro, tais polimeros apresentam-se carregados positivamente, podendo interagir com 0s
grupamentos carboxilicos da superficie das particulas de gelificacdo, formando complexos
estaveis sobre a particula (Mcclements, 2017).

No ramo alimenticio, estudos tém mostrado que particulas recobertas com quitosana e
proteina do soro do leite tem sido empregadas com sucesso na encapsulacdo de Oleos,
compostos bioativos, microrganismos probioticos, entre outros (Etchepare et al., 2020;
Etchepare et al., 2015; Krasaekoopt; Bhandari; Deeth, 2006; Ribeiro et al., 2014a). Ressalta-se
gue as pesquisas com probidticos tém se intensificado devido ao interesse crescente da
populacdo por alimentos funcionais que garantam beneficios a saide humana (Misra; Pandey;
Mishra, 2021). Neste contexto, microrganismos probiéticos vem ganhando cada vez mais
espaco no mercado, sobretudo no setor lacteo cujos produtos apresentam caracteristicas fisico-
quimicas, como teor de solidos totais e pH, favoraveis para o carreamento de cepas probidticas
(Afzaal et al., 2019, 2020; Zaeim et al., 2020).

Sorvetes sdo sobremesas lacteas que se apresentam como bons carreadores de
probidticos. Contudo, a integridade e viabilidade dos microrganismos, mesmo encapsulados, é
ameacada pelos processos de congelamento e recristalizacdo, uma vez que a formacédo e o

crescimento de cristais de gelo acarretam danos a parede celular, causando a morte dos
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microrganismos probidticos (Homayouni, 2012; Soukoulis; Fisk; Bohn, 2014; Zaeim et al.,
2020).

Diante do exposto, 0 presente trabalho tem como intuito explorar a mucilagem de ora-
pro-nobis como material encapsulante, empregando diferentes biopolimeros para revestimento
das particulas, a fim de torna-las aptas para proteger os microrganismos probiéticos durante o

congelamento e a recristalizagdo de sorvetes.

2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar particulas de alginato de sédio e mucilagem de ora-pro-nobis
(Pereskia aculeata Miller) recobertas com quitosana ou concentrado proteico do soro do leite,

utilizando-as para encapsular probidticos aplicados em sorvetes.

2.2 Objetivos especificos

o Produzir diferentes particulas a partir dos polimeros naturais alginato de sédio e
mucilagem de ora-pro-nobis por gelificagéo idnica;

o Produzir diferentes particulas empregando concentrado proteico de soro de leite ou
quitosana como material de revestimento;

o Otimizar as concentracOes de cada biopolimero para uma maior eficiéncia de

encapsulacdo de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

o Determinar a carga elétrica liquida das solucgdes de biopolimero formadoras das
particulas;

o Caracterizar as particulas através de microscopia optica (MO) e microscopia eletrdnica
de varredura (MEV);

o Caracterizar as propriedades quimicas e térmicas das particulas por meio de

espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e analise
termogravimétrica (TGA);

o Analisar a viabilidade in vitro de L. acidophilus encapsulados em suco gastrico e suco
intestinal simulados;

o Aplicar L. acidophilus livres e encapsulados em sorvetes;
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Analisar a viabilidade dos L. acidophilus livres e encapsulados durante 60 dias de

armazenamento do sorvete e também sob condi¢fes de recristalizacdo desse alimento;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Encapsulagio

A tecnologia de encapsulacgdo foi apresentada pela primeira vez na década de 1950 por
Green e Schleicher com um registro de patente para a preparacao de capsulas contendo corantes,
que foram desenvolvidas para serem incorporadas ao papel para fins de copia. Desde entdo, a
metodologia passou por constantes avangos sendo empregada para as mais diversas finalidades
(Paulo; Santos, 2017).

A encapsulacdo consiste em um conjunto de técnicas que permitem aprisionar ou
revestir principios ativos (s6lidos, liquidos ou gasosos) com um material transportador a fim de
formar particulas em escala macro, micro ou nanométrica. Os materiais revestidos (agente
ativo) sdo também designados como nucleo, enchimento ou fase interna, enquanto os materiais
de revestimento (material transportador) sdo conhecidos como material de parede, membrana,
casca, matriz ou fase externa (Devi et al., 2017; Paulo; Santos, 2017)

Morfologicamente, o produto da encapsulacdo pode ser classificado como cépsula ou
esfera. No primeiro caso, uma particula mononucleada é envolvida por uma parede com
estrutura do tipo reservatorio. Ja no caso das esferas, 0 agente ativo polinucleado encontra-se
disperso no material de parede, em estrutura semelhante a uma esponja (Figura 1) (Pereira et
al., 2018).

Figura 1 - Morfologia das diferentes particulas obtidas por encapsulacéo.

" _/‘I

Fonte: Beraldo (2016).

O principal objetivo da encapsulacdo é proteger determinados compostos modulando
seu perfil de liberagdo e convertendo-os em produtos de maior conveniéncia e aplicabilidade

(Nezamdoost-Sani et al., 2024). Ademais, a técnica pode ser empregada para aumentar a
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estabilidade de principios ativos, impedir a volatilizagdo dos mesmos, bem como mascarar
propriedades indesejaveis. Devido a sua grande versatilidade, a encapsulacdo apresenta
aplicacbes em diversos setores como: indUstria alimenticia, quimica, farmacéutica, biomédica,
agricola, de energia, entre outras (Afzaal et al., 2019; Etchepare et al., 2015; Guilherme et al.,
2015; Paulo; Santos, 2017; Treenate; Monvisade, 2017).

A indastria de alimentos é a segunda principal forca motriz para o progresso da
encapsulacdo. Neste setor, os métodos sdo utilizados para revestir ingredientes funcionais,
bioativos, enzimas ou probidticos, compostos que geralmente apresentam alta instabilidade em
matriz alimenticia, podendo sofrer degradacdo em condi¢des adversas de pH, temperatura,
luminosidade, umidade e oxigenacdo. Neste caso, as capsulas e esferas revelam-se como uma
estratégia para preservar a estabilidade de vitaminas, minerais, corantes, acidulantes,
antioxidantes, controlando reagdes oxidativas e possibilitando a liberagdo controlada de tais
compostos. Além disso, as particulas podem potencializar sabores e aromas especificos,
mascarar odores indesejaveis ou mesmo aumentar a bioatividade dos ingredientes (Paulo;
Santos, 2017).

Apesar das inimeras aplicacfes, aspectos basicos, como a metodologia empregada na
formacéo das particulas, devem ser considerados para que os sistemas encapsulados atinjam
sua finalidade. A escolha do método vai depender das caracteristicas fisico-quimicas do
material que foi carreado e do polimero encapsulante, assim como as propriedades de barreira
e liberacdo desejadas para o produto final que foi obtido (Jones; Decker; Mcclements, 2010).

A literatura relata uma infinidade de técnicas fisicas, quimicas ou fisico-quimicas para
encapsular compostos. Dentre os métodos fisicos, é possivel citar a técnica de atomizacao, spray
dryer e liofilizacdo. No caso dos meétodos quimicos, as técnicas mais utilizadas sdo as de
emulsdo ou polimerizacdo interfacial, inclusdo molecular e cocristalizacdo. Em se tratando de
métodos fisico-quimicos, incluem-se a coacervacao, envolvimento lipossémico e gelificacao
ibnica, sendo a ultima amplamente empregada no setor alimenticio por ser simples e utilizar
condi¢cdes amenas na producdo das esferas (Etchepare et al., 2015; Nezamdoost-Sani et al.,
2024; Parra Huertas, 2010).

3.2  Gelificacao idnica
A producdo de particulas através da gelificacdo i6nica é baseada na capacidade dos

polieletrdlitos fazerem ligagdes cruzadas na presenga de contra-ions, formando uma estrutura

em malha tridimensional, conhecida como 0 modelo de caixa de ovos (Etchepare et al., 2015).
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Por esse método, uma solugdo polimérica carregada negativamente forma ligagcdes com cétions
de baixa massa molecular, formando particulas também denominadas como contas, beads ou
hidrogéis (Castelo; Silva; Furtado, 2020; Prezotti; Cury; Evangelista, 2014).

Figura 2 - Modelo de caixa de ovos gerado pela gelificacdo ionica.

Fonte: Etchepare et al. (2015).

A gelificacdo ibnica pode ocorrer de forma interna ou externa. No primeiro caso, a
producdo de particulas se da pela liberacdo de ions divalente, como o célcio, inicialmente na
forma de um sal insoltvel, na solugcdo/emulsdo do polissacarideo contendo material ativo. O
processo de gelificacdo tem inicio a partir da mudanca de pH do sistema por adi¢do de uma
solucdo &cida. A diminuicdo do pH provoca a liberacdo dos ions calcio, permitindo assim a
complexacdo deste ion com os grupos carboxilicos dos polissacarideos, possibilitando a
formacéo do gel (Holkem; Codevilla; Menezes, 2015).

Ja a gelificacdo externa (Figura 3) é uma técnica cuja as particulas sdo produzidas pelo
gotejamento de uma solucdo polimérica negativamente carregada em uma solucgéo cationica,
normalmente contendo célcio sob agitacdo constante. A formacéo das ligac6es cruzadas ocorre
por meio da difusdo dos cations para dentro da solucdo de hidrocoloide. Isto €, as ligacdes
cruzadas desenvolvem-se lenta e progressivamente da superficie para o interior da particula
gelificada ao longo do tempo (Castelo; Silva; Furtado, 2020; Etchepare et al., 2015; Prezotti;
Cury; Evangelista, 2014).

Neste contexto, vale ressaltar que as propriedades das particulas como resisténcia

mecanica, cinética da formacdo do gel, volume, porosidade, estabilidade e difusividade s&o
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influenciadas diretamente pela concentracdo de hidrocoloides e de cétions, pelo tempo de
reticulacéo, pela forga ionica e finalmente pelo pH da solugdo, de maneira que o controle de
tais parametros é imprescindivel para que as particulas atendam suas finalidades (Castelo; Silva;
Furtado, 2020).

Figura 3 - Gelificacdo ibnica externa.

N Solugdo polimérica
74 carregada com enzima

Além de proteger e manter viaveis 0s agentes ativos frente as variacbes do meio
(temperatura, oxigenacdo, luz, pH), a gelificacdo ibnica ainda apresenta como vantagens a
simplicidade e rapidez na sintese dos hidrogéis e o baixo custo de reproducéo, o que justifica
0s inumeros estudos empregando a técnica para encapsular enzimas, probioticos, antioxidantes,
acidos graxos poli-insaturados e demais compostos bioativos (Larosa et al., 2018; Sampaio et
al., 2019; Silverio et al., 2018; Voo et al., 2016) .

Todavia a principal desvantagem das particulas produzidas por esta técnica é a
dificuldade em controlar a taxa de liberacdo do material encapsulado por um longo periodo. A
formacéo de grandes poros na superficie de hidrogéis reticulados ionicamente, contribuem para
uma maior sensibilidade das particulas a valores de pH extremos, o que facilita a perda de
principio ativo por lixiviacdo ou difusdo (Etchepare et al., 2015).

Autores como Igbal et al. (2019), Krasaekoopt; Watcharapoka (2014) e Ng et al. (2019)
mostraram em seus estudos que uma alternativa viavel para melhorar a estabilidade e a
porosidade dessas particulas € o recobrimento das mesmas com polieletrélitos de cargas

opostas. Dessa forma, a interacéo eletrostatica entre a superficie dos hidrogéis e os polietrdlitos
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diminui o nimero e o diametro dos poros na rede do gel conferindo maior prote¢do ao material

encapsulado.

3.3 Interacdo eletrostatica

A interacdo eletrostatica (Figura 4) ocorre quando biopolimeros de cargas elétricas
opostas interagem entre si, ou seja, polications se associam a polianions produzindo complexos
polieletrélitos que permitem o desenvolvimento de hidrogeis ou particulas mais estaveis devido
a formacdo de uma dupla parede na superficie das particulas (Etchepare et al., 2015, 2016,
2020).

Figura 4 - Esquema de interagéo eletrostatica.

Interagao eletrostatica

Solugdo de revestimento
carregada positivamente

é é Interacio eletrostatica
by o
£_1) 9'_@'0

Formagdo de uma camada

Particula carregada superficial

negativamente

Fonte: Do autor (2024).

A associacdo entre dois polieletrolitos sofre influéncia tanto de fatores relacionados ao
biopolimero, por exemplo densidade de carga, massa molar, concentracdo, natureza quimica e
estequiometria; como também de condi¢bes ambientais: pH, forca ibnica e tipo de ion.
Ademais, para que a atracdo ocorra de forma otimizada e a maior parte dos sitios ativos esteja
ligada, é necessario que o pH da solucéo se encontre acima do pKa do polissacarideo anidnico
e abaixo do pKa do biopolimero catidnico, ou do ponto isoelétrico da proteina. Nessas
condices, 0 sistema apresenta uma quantidade de cargas similares, porém de sinais opostos,

possibilitando o recobrimento das particulas (Mcclements, 2017).
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Biopolimeros como proteinas e polissacarideos sdo os mais utilizados para a interacao
eletrostatica. Todavia também h4 associagdo entre dois polissacarideos antagbnicos como por
exemplo, alginato e quitosana. No caso das proteinas a carga é gerada pelos residuos de
aminoacidos(Etchepare et al., 2020). Ja a carga dos polissacarideos é resultante de residuos
carboxilicos, grupamentos aminas, entre outros (Mcclements, 2017; Silva et al., 2015).

O recobrimento das particulas com aplicacdo de polissacarideos como pectina, alginato
e quitosana, e proteinas como a gelatina e proteinas do soro do leite, para a encapsulacdo de
substancias tem sido promissor em diversos setores, devido as suas caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade, além da formacdo de membranas transparentes com
boas propriedades mecénicas (Etchepare et al., 2015; Li; Mcclements, 2011; Xie et al., 2023).
Além disso, a interacdo eletrostatica geralmente acontece de forma espontanea em meio aquoso,
sem a necessidade de solventes organicos (glutaraldeido e/ou etileno), o que isenta as particulas
de toxicidade, contribuindo para sua utilizacdo principalmente na area de alimentos (Silva et
al., 2015).

Estudos mostram que particulas produzidas por interacfes eletrostaticas tém mostrado
resisténcia a meios acidos e a acdo das enzimas do trato gastrointestinal. Krasaekoopt;
Watcharapoka (2014) analisaram a encapsulagédo de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
casei em cépsulas de alginato revestidas com quitosana e observaram que a viabilidade dos
probidticos adicionados em iogurte e suco de fruta foi mantida durante 4 semanas. Por sua vez,
Ribeiro et al. (2014b), encapsularam Lactobacillus acidophilus por combinacao de gelificacdo
ibnica com recobrimento de pectina e proteinas do soro do leite. Os autores notaram que a
técnica protegeu 0s microrganismos durante o armazenamento em iogurte conferindo menor
acidificacdo, fornecendo um produto com uma boa impressdo geral e com potencial para
entrega de probioticos ao trato gastrointestinal humano.

Vale salientar que, embora interacGes eletrostaticas sejam de grande importancia na
conducéo da interacdo entre os biopolimeros de carga oposta, interacdes hidrofdbicas e ligacdes
de hidrogénio também podem contribuir de forma significativa para a formacao do complexo e

0 recobrimento dos hidrogéis (Silva et al., 2015).
3.4  Materias poliméricos formadores de particulas
Hidroggéis, particulas ou beads podem ser sintetizados a partir de polimeros naturais,

sintéticos ou blendas, que sdo formas simples de combinar as vantagens de diferentes materiais

apresentando propriedades sinérgicas. Entretanto, no cenario atual, verifica-se a intensificacdo
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no uso de biopolimeros ou hidrocoloides cujas principais caracteristicas s&o
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, simplicidade e baixo custo de
producéo (Ischakov et al., 2013; Ullah et al., 2015).

Segundo Reeves et al. (2002) polimeros formadores de hidrogéis sdo preferencialmente
hidrocoloides de ligagdes cruzadas leves, sendo tal termo utilizado para descrever polimeros
heterogéneos de cadeia longa e de alta massa molecular, compostos de polissacarideos e/ou
proteinas que ao serem imersas em solucdes, formam dispersdes viscosas e/ou geéis, sendo
bastante utilizadas nos setores industriais com o propdésito de modificar a viscosidade, textura
e, consequentemente, a reologia dos produtos (Phillips; Glyn; Williams, 2009; Saha;
Bhattacharya, 2010). Os hidrocoloides podem ser de origem boténica (celulose e goma
arébica), animal (caseina, proteinas do soro de leite, quitosana), derivados de algas (carragena,
agar, alginato) ou de microrganismos (goma xantana e dextrana) (Milani; Maleki, 2012;
Phillips; Glyn; Williams, 2009) e também sdo denominados como mucilagem, gomas, coloides
hidrofilicos ou ainda polissacarideos soliveis em &gua (Jahanbin et al., 2012; Saha;
Bhattacharya, 2010).

Normalmente abundantes, os polissacarideos sao obtidos a partir de fontes renovaveis,
apresentam baixo custo de producéo e propriedades peculiares, em que, dependendo do grupo
funcional presente na estrutura, € possivel fazer uma derivacdo quimica capaz de criar um
polimero com novas propriedades (Matricardi et al., 2013; Xie et al., 2023).

O alginato destaca-se como um polissacarideo amplamente empregado na fabricacéo de
particulas para as areas biomédica, farmacéutica e alimenticia. No entanto, é notorio a constante
busca desses setores por novos biopolimeros com propriedades adequadas, fazendo-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas que comprovem o potencial de utilizacdo e que
viabilizem economicamente a producdo de tais matrizes poliméricas (Etchepare et al., 2015;
Rodrigues et al., 2022; Ullah et al., 2015).

Observa-se também em sistemas de encapsulacdo a tendéncia de produzir particulas a
partir de associagdes entre os proprios polissacarideos, bem como, entre polissacarideos e
proteinas a fim de melhorar as propriedades do material sintetizado. Neste contexto, quitosana
e proteina do soro de leite vém se destacando como biopolimeros eficientes para o recobrimento
de particulas por interacdo eletrostatica, proporcionando maior protecdo a principios ativos
contra condicBes adversas de luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos (Mcclements, 2017;
Silverio et al., 2018).
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3.4.1 Alginato

Alginatos sdo heteropolissacarideos naturais, lineares e ndo-ramificados contendo
ligagdo entre os residuos de acido - d- manurdnico e acido a-1- gulurénico (Mdobus; Siepmann;
Bodmeier, 2012). S&o encontrados na parede celular de algas marrons (Phaeophyceae),
podendo também ser produzidos por bactérias do género Pseudomonas e Azotobacter (Da Silva;
Garcia-Cruz, 2010; Garcia-Cruz; Foggetti; Da Silva, 2008). A Figura 5 mostra a estrutura
molecular do alginato.

Figura 5 - Estrutura dos blocos homopoliméricos M- e G- (formados a partir de residuos de
acido manuronicos e gulurdnicos, respectivamente) e dos blocos heteropoliméricos
M-G-M-, que constituem a molécula de alginato.

Ccoo
OHG
-
\ HO— Corm
O - O,

A M

Fonte: Adaptado de Garcia-Cruz; Foggetti; Da Silva (2008).

Os acidos manuronico e gulurdnico apresentam pKa de 3,38 e 3,65, respectivamente,
sendo que a variabilidade estrutural desses residuos influencia diretamente nas propriedades
fisico-quimicas e reoldgicas do gel obtido. Na presenca de cations divalentes, os residuos
gulurdnicos formam géis rigidos que permanecem estaveis por um longo periodo de tempo. As
mesmas propriedades ndo sdo observadas em alginatos derivados de Pseudomonas, ja que neste
caso, o polissacarideo ndo apresenta blocos de acido gulurénico (Garcia-Cruz; Foggetti; Da

Silva, 2008). A estrutura do hidrogel de alginato é relativamente estavel em pH acido, mas é
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facilmente distendida e desintegrada sob condigdes alcalinas moderadas (pH 7,4) (Gombotz;
Wee, 2012; Wang et al., 2022).

Entre os sais de alginato mais empregados, o alginato de sodio destaca-se devido a sua
alta solubilidade em &gua fria e caracteristicas de transi¢cdo de solucdo para gel de forma
instantadnea quando em contato com ions célcio (Etchepare et al., 2015).

Segundo Gombotz; Wee (2012), os hidrogéis ou particulas de alginato podem ser
preparados por meio do gotejamento da solucdo de alginato de sodio ja contendo o principio
ativo, em solucdo de ions divalentes como o Ca?*, Sr?* ou Ba?*. Contudo, cations monovalentes
e 0 Mg?* ndo induzem a gelificacio, devido ao seu tamanho reduzido e carga insuficiente para
estabilizar o sistema.

Na encapsulagdo, o alginato se destaca como material de parede por ser um polimero
biocompativel, de alta pureza e baixa toxicidade, sendo empregado em diversos setores. Na
area biomédica e farmacéutica, estudos de Chen et al. (2019) e Garcia-Astrain; Avérous (2018)
evidenciam a capacidade dos hidrogéis de alginato na encapsulacdo de enzimas e na entrega
controlada de pequenos medicamentos. Na area ambiental, pesquisas registram o uso do
hidrogel de alginato no tratamento de efluentes e dguas residuais, sobretudo no sequestro de
agentes poluentes, metais pesados e corantes toxicos (Thakur et al., 2018; Wang; Wang; Wang,
2013). Por fim, no setor alimenticio os hidrogéis de alginato séo comumente empregados na
encapsulacdo de enzimas e de compostos como vitaminas, minerais, acidos graxos, probioticos
e antioxidantes. Trabalhos como o de Martin et al. (2019) e Aguirre Calvo; Santagapita;
Perullini (2019) utilizaram hidrogeéis de alginato na encapsulacdo de pectinase e de compostos
bioativos de beterrada. J& Zaeim et al. (2020) empregaram o alginato para encapsular
probidticos incorporados em sorvetes mostrando a eficiéncia desse material para tais aplicacoes.

Apesar de ser muito utilizado em sistemas de encapsulacéo, o alginato possui limitacdes
gue podem inviabilizar o uso da particula produzida, como o tamanho da capsula formada e a
elevada porosidade do hidrogel. Para melhorar a estabilidade dessas particulas é necessario a
combinacdo do polissacarideo com outros hidrocoloides e/ou um recobrimento com

biopolimero e proteinas (Gombotz; Wee, 2012; Wang et al., 2022).
3.4.2 Mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN)
De acordo com Lima Junior et al. (2013), hidrocoloides extraidos de vegetais tém uma

vantagem sobre 0s de origem animal devido a sua imagem positiva aos olhos dos consumidores.

Simultaneamente, a crescente demanda por gomas com funcionalidade especifica e que
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interajam sinergicamente, melhorando as propriedades funcionais dos alimentos, fazem com
que diversas pesquisas sejam realizadas a fim de encontrar fontes alternativas e
economicamente viaveis para a extragdo de hidrocoloides (Salehi et al., 2015).

Autores como Amaral et al. (2018), Conceicéo et al. (2014), Lima Junior et al. (2013) e
Martin et al. (2017) desenvolveram estudos relacionados a extracdo, caracterizacao e aplicacao
de hidrocoloides das folhas de Pereskia aculeata Miller, uma cactacea popularmente conhecida
no Brasil como ora-pro-nobis (Takeiti et al., 2009). Tal planta € resistente a seca, prépria de
clima tropical e subtropical, encontrada nos tropicos americanos, como na regido sul dos EUA
e no Brasil (Brasil, 2010; Martinevski et al., 2013).

As folhas de ora-pro-nobis séo atdxicas, ricas em contetdo nutricional, sobressaindo-se
quanto ao elevado teor de proteinas (25,0% na matéria seca com 85% de digestibilidade) e
elevados teores de aminoacidos essenciais, sendo o triptofano o aminoacido mais abundante, e
lisina e metionina como os aminoacidos limitantes (Nogueira Silva et al., 2023). Ademais, sdo
ricas nos microelementos como manganés (46,4 mg/100 g), zinco (26,71 mg/100 g) e ferro
(14,18 mg/100 g), possuindo também elevados teores de calcio, fosforo, magnésio e vitaminas,
A, C e acido folico (Takeiti et al., 2009). Tal cactacea ainda, evidencia-se por apresentar alto
teor do biopolimero arabinogalactana (Martin et al., 2017).

Arabinogalactanas sdo proteoglicanos complexos presentes na parede celular de plantas
superiores e sdo parte do grupo de moléculas chamadas de hidrocoloides ou mucilagens (Mercé
et al., 2001). Estudos realizados por Martin et al. (2017) e Mercé et al. (2001) caracterizaram a
arabinogalactana das folhas de ora-pro-nobis como tipo I, devido a associacdo covalente das
fracdes glicidica e proteica (Figura 6). Ainda segundo esses autores, a arabinogalactana é
composta por arabinose : galactose : ramnose : acido galacturénico na proporcao de 5,4 : 8,3 :
1,8 : 1,0, respectivamente; sendo a cadeia principal deste biopolimero composta por B-D-
galactopiranose com ligac6es do tipo 1—4 e substituidas por unidades de arabinose e galactose
(Martin et al., 2017).

Quanto a caracterizacdo da mucilagem de ora-pro-nobis, estudos realizados por
Conceicdo et al. (2014) revelaram que o espectro de FTIR da goma exibiu todas as bandas e
picos tipicos caracteristicos de polissacarideos com a presenca de componentes proteicos,
apresentando grande similaridade com a estrutura da goma-arabica, um polissacarideo
amplamente utilizado na industria, inclusive para sintese de hidrogéis. Os mesmos autores
observaram a presenca de grupos carboxila na estrutura da mucilagem de ora-pro-nobis,
podendo estes, atuar como sitios de ligacéo para ions, possibilitando intera¢fes entre as cadeias

do hidrocoloide e entre hidrocoloide e dgua para formacéo de géis poliméricos. Ademais, a
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presenca de grupamentos carboxila na estrutura do acido galacturénico e nas cadeias laterais
dos aminoacidos fazem com que a MOPN apresente carga elétrica superficial negativa, o que
foi observado por Martin et al. (2017) e Morais et al. (2019) por meio da determinacdo do
potencial zeta. As caracteristicas fisico-quimicas mencionadas evidenciam a capacidade da
MOPN interagir com demais hidrocoloides, bem como, com moléculas de 4gua formando géis

poliméricos a partir de ligacBes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas.

Figura 6 - Estrutura da arabinogalactana do tipo I. Cadeia principal f-D-galactopiranose (1,4)
e ramificagdes de B-D-galactopiranose (1,6) e a-L-arabinofucose.

Tipo I - ARABINOGATLACTANA

O B-D-Galactop (1.4) @ o-L-Araf
@ p-D-Galactop (1.6)

Fonte: Hijazi et al. (2014).

A MOPN também é higroscopica e possui diferentes tamanhos de particulas. E capaz
de formar géis e emulsdes devido a presenca de componentes proteindceos na arabinogalactana
(Conceicdo et al., 2014; Lima Junior et al., 2013; Nogueira Silva et al., 2023), despertando
assim a atencdo das industrias farmacéuticas e alimenticias.

No ramo médico e farmacol6gico, a MOPN tem sido empregada na suavizacdo de
processos inflamatorios na pele, atuando como emoliente (Pinto; Scio, 2014), com potencial
antioxidante e antimicrobiano (Souza et al., 2016). Os estudos de Souza et al. (2016) relataram
ainda a potencialidade do ora-pro-nobis no controle da proliferacdo de células cancerigenas,

podendo atuar como um remédio natural contra tal enfermidade.
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J& na industria de alimentos, o hidrocoloide extraido das folhas da OPN, é utilizado
como aditivo natural agindo como espessante, emulsificante e gelificante (Amaral etal., 2019;
Conceicéo et al., 2014; Lima Junior et al., 2013; Silva et al., 2017). Estudos realizados por
Amaral et al. (2018) mostraram que a combinacdo de MOPN com goma guar e goma arabica
aumentou o pH, o teor de proteina, a viscosidade aparente, a firmeza e a adesividade de bebidas
lacteas fermentadas, contribuindo para reduzir a quantidade de gordura adicionada neste
alimento.

Ainda, Lago et al. (2019) analisaram a capacidade da MOPN formar nanoemulsées do
tipo 6leo-em-agua por meio da técnica de ultrassom, observando que maiores concentracfes de
mucilagem da OPN (%) com menor quantidade de 6leo de soja (%) favoreceram a formacao de
nanoemulsdes. Oliveira et al. (2019) também observaram que maiores concentragdes de MOPN
contribuiram para melhorar a estabilidade térmica e mecénica de filmes poliméricos, indicando
gue 0s mesmos podem ser uma alternativa promissora para utilizacdo em embalagens
biodegradaveis e/ou comestiveis.

Por fim, Morais et al. (2023) avaliaram a capacidade de formacdo de gel da MOPN
empregando o hidrocoloide em associacdo com alginato de sdédio para a sintese de
hidrogéis/particulas pela técnica de gelificacdo idnica. Os resultados mostraram que a MOPN
atuou juntamente com o alginato na reticulacdo das cadeias poliméricas. No entanto, observou-
se uma alta porosidade e reducdo na estabilidade fisica e térmica da particula, o que pode ser
solucionado com o recobrimento dos hidrogeis com quitosana ou proteinas por interacdo
eletrostatica.

Diante do exposto, observa-se que as caracteristicas fisico-quimicas, a abundancia e o
baixo custo de producdo associados a crescente demanda por novas perspectivas de aplicacdes
da mucilagem de ora-pro-nobis viabilizam a exploracdo de seu potencial na sintese de particulas
de hidrogel a fim de encapsular principios ativos, compostos ou probidticos para aplicacdes na

industria alimenticia, farmacéutica, entre outras.

3.4.3 Quitosana

A quitosana € o polimero resultante da desacetilacdo parcial de quitina (Figura 7),
principal componente estrutural do exoesqueleto de invertebrados (crustaceos e insetos) e da
parede celular de fungos (Luo; Wang, 2014; Xie et al., 2023). Consiste em um polimero

cationico linear formado pela repeticdo de duas unidades monoméricas conhecidas como N-
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acetil-2-amino-2-deoxi-D-glicosamina (grupos N-acetilados) e residuos de 2-amino-2-deoxi-
D-glicosamina (grupos N-desacetilados, grupos amino) (Anitha et al., 2014).

A quitosana é insoltvel na maioria dos solventes organicos, mas se dissolve em solugdes
de &cidos organicos e inorganicos onde o0s &tomos de nitrogénio sdo protonados a valores de pH
inferiores a 5,5, sendo que dependendo do valor do grau de acetilacdo, o pKa da quitosana pode
variar entre 6,3 e 7,3 (Yan; Bai, 2005). Devido as cargas positivas do grupamento amina, a
quitosana é classificada como um polimero catiénico capaz de formar ligacdes fortes com

moléculas de carater aniénico (Etchepare et al., 2015; Xie et al., 2023).

Figura 7 - Desacetilacdo da quitina e formacéo da quitosana - estrutura.

NHCOCH,

Desauetlla‘,ao

W
H i

Fonte: Adaptado de Anitha et al. (2014).

Além disso, a quitosana apresenta outras propriedades intrinsecas, tais como
biodegradabilidade, biocompatibilidade, atividade antibacteriana, capacidade de atuar como
agente quelante de minerais bivalentes e propriedades mucoadesivas. Desta forma, tal polimero
tem recebido significativo interesse cientifico em diferentes areas, como industrias médica e
farmacéutica, incluindo a engenharia de tecidos e a liberacdo controlada de farmacos
(Etchepare et al., 2015; Luo; Wang, 2014; Wang et al., 2022).

No que se refere ao ramo alimenticio, a quitosana tem sido amplamente utilizada para a
imobilizacdo enzimatica devido a ndo toxicidade e a alta afinidade protéica (Ju et al., 2012).
Tal biopolimero também tem se destacado como um excelente agente de revestimento na
encapsulacdo de compostos bioativos e probidticos, o que se deve a formacdo de complexos

polieletrolitos entre os grupamentos amina da quitosana e o0s grupos carboxilicos de
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polissacarideos anidnicos (Matté; Rosa, 2013; Simeoni et al., 2014; Wang et al., 2022; Xie et
al., 2023).

Em particulas constituidas por matriz de alginato de célcio, o revestimento com
quitosana tem sido aplicado visando melhorar a estabilidade das particulas quando expostas a
condicbes severamente &cidas. A interacdo eletrostatica entre os polimeros torna a esfera
estavel na presenca de pH baixo e agentes quelantes de célcio, além de reduzir a porosidade do
gel de alginato e a degradacdo da matriz, aumentando a eficacia da encapsulacdo (Etchepare et
al., 2016; Ribeiro et al., 2014a; Wang et al., 2022).

Nualkaekul et al. (2012) e Zaeim et al. (2020) reportaram que cepas probioticas
microencapsuladas em matriz alginato e quitosana apresentaram maior estabilidade que a forma
livre em suco de romé e sorvete. Ainda, estudos de (Etchepare et al., 2016) mostraram que
probidticos encapsulados com alginato e revestidos com quitosana mantiveram-se viaveis em

meio gastrico e meio intestinal simulados.

3.4.4 Proteina do soro do leite

As proteinas do soro do leite sdo coprodutos da industria de laticinios, especialmente da
producéo de queijo. S&o obtidas da fase aquosa do leite ap0s a precipitacdo da caseina e remocao
da gordura. E geralmente sdo comercializadas como concentrados (WPC), isolados (WPI) e
hidrolisados proteicos de soro (HWP), produtos que podem apresentar diferentes propriedades
funcionais, devido a variacfes na composicao e nas condi¢des de producéo do leite (Batista et
al., 2018; Souza et al., 2012; Xie et al., 2023).

O teor proteico do concentrado de soro do leite (WPC) varia de 25% a 80%, sendo a
porcdo restante formada por goticulas de gordura e lactose. J& o isolado proteico de soro é
obtido a partir da purificacdo do WPC e apresenta 90% de proteina em base seca, cujo as
principais representantes sdo a -lactoglobulina (82%), a-lactoalbumina (15%). Também estéo
presentes outras proteinas como albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas,
lactoferrina, lactoperoxidase, enzimas, proteinas presentes nos globulos de gordura, dentre
outros. Por fim, o hidrolisado proteico de soro (HWP) € obtido por meio da quebra das proteinas
por acdo quimica ou enzimatica e resultam em uma mistura complexa de aminoacidos livres e
peptideos de diferentes comprimentos de cadeia e massa molecular (Haraguchi; Abreu; De
Paula, 2006; Kilara; Vaghela, 2018).

As propriedades fisico-quimicas do WPC estdo diretamente relacionadas a [-

lactoglobulina e a a-lactoalbumina, j& que essas proteinas compde a maior parte do concentrado
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de soro. A B-lactoglobulina é uma proteina pequena que estruturalmente contém duas pontes
dissulfeto e um grupo tiol livre, apresenta um ponto isoelétrico na faixa de 4,7 a 5,2 e peso
molecular de 18,3 kDa, com 162 residuos de aminoacidos em sua cadeia polipeptidica. Por sua
vez, a a-lactoalbumina possui quatro pontes dissulfeto e nenhum grupo tiol livre, sua massa
molar € de 14,2 kDa e seu ponto isoelétrico préximo a 4,6 (Jones; Decker; Mcclements, 2010).

Quanto a conformacdo quimica, essas proteinas apresentam uma estrutura
tridimensional globular mantida por pontes de dissulfeto, com grupos hidrofébicos localizados
no interior da estrutura. Tais caracteristicas garantem a esses compostos as capacidades de
emulsificagéo, estabilizacdo de espuma e geleificacdo, possibilitando que os mesmos sejam
aplicados na industria de alimentos como aditivos em produtos lacteos, sobremesas, produtos
de panificacdo, molhos frios, entre outros (Batista et al., 2018; Schroder et al., 2017).

As proteinas do soro do leite sdo polimeros biodegradaveis, soliveis em ampla faixa de
pH, apresentando aptiddo para a sintese e o recobrimento de particulas ou hidrogeis utilizados
na encapsulacdo de medicamentos, lipidios, bioativos, vitaminas, minerais e probioticos (Jones;
Decker; Mcclements, 2010; Kilara; Vaghela, 2018; Xie et al., 2023). Estudos de Rodea-
Gonzélez et al. (2012) mostraram a eficiéncia das proteinas do soro de leite na encapsulagéo de
6leos. Segundo os autores as microcapsulas com proteina apresentaram-se morfologicamente
solidas e com boa eficiéncia de encapsulacéo. Além disso, Afzaal et al. (2020), Etchepare et al.
(2020), Gbassi et al. (2009) e Vanden Braber et al. (2020) verificaram que hidrogéis recobertos
com proteina do soro de leite aumentaram a estabilidade de probidticos, mantendo-os viaveis

até em condicGes gastrointestinais.

35 Probioticos

Probioticos sdo alimentos funcionais definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em guantidades adequadas conferem beneficio a saide do hospedeiro, devendo
ser seguro para o consumo humano, sem a necessidade de supervisdo médica (FAO/WHO,
2002). Um microrganismo € considerado probidtico se for habitante normal do trato
gastrointestinal, sobreviver a passagem pelo estbmago e mantiver a viabilidade e atividade no
intestino (Cook et al., 2012; Misra; Pandey; Mishra, 2021).

Diversos microrganismos podem ser considerados potencialmente probidticos.
Bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as mais frequentemente

empregadas em alimentos, porém géneros como Enterococcus, Saccharomyces e Pediococcus
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também estdo ganhando destaque (Etchepare et al., 2015; Menezes et al., 2013; Misra; Pandey;
Mishra, 2021).

Dentre os lactobacilos, a espécie L. acidophilus constitui a espécie mais comumente
empregada em derivados lacteos e seus beneficios a satde incluem, dentre outros, a redugao
dos sintomas de intolerdncia a lactose, a inibicdo de microrganismos patogénicos e virus,
producdo de vitaminas e a reducdo dos niveis de colesterol. Além disso, tal microrganismo
possui a particularidade de ser pouco afetado pela salinidade do meio, tolerar valores baixos de
pH e ser microaerdbio, apresentando crescimento em ambientes com pouca oxigenacao, o que
resulta numa maior resisténcia e facilidade de emprego durante a fabricacdo e armazenamento
dos alimentos quando comparado com outras culturas probidticas (Reale et al., 2015; Sharma;
Saharan, 2014; Xie et al., 2023).

A ingestdo de probioticos tem sido associada a inimeros beneficios a saude, como
regulacdo do transito e peristaltismo intestinal, estimulo a proliferacéo de bactérias benéficas e
aumento da resisténcia contra microrganismos patogénicos favorecendo a regulacdo da
imunidade local e sistémica (Menezes et al., 2013; Nezamdoost-Sani et al., 2024). Todavia, 0
efeito benefico esta condicionado a premissa de que os microrganismos sobrevivam durante o
processamento e condigdes de armazenamento nos produtos onde foram incluidos,
permanecendo viaveis até a ingestdo em quantidade igual ou superior a 10" UFC.g* (Etchepare
et al., 2015). A legislacdo brasileira regulamenta que o titulo de alimento probiotico s6 pode
ser atribuido a produtos que contenham no minimo 108 — 10** UFC/100g (Brasil, 2020).

Em suma, as cepas probioticas sdo muito sensiveis as condi¢cdes ambientais, sofrendo
influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos, entre eles as cepas utilizadas, a composi¢édo
quimica do meio de fermentacdo, a acidez final do produto, a disponibilidade de nutrientes, a
presenca de promotores e inibidores de crescimento, oxigénio dissolvido, temperatura de
inoculacéo e de estocagem (Castro-Cislaghi et al., 2012). Dessa forma, em matriz alimenticia a
viabilidade dos probioticos é reduzida significativamente, o que impulsiona a inddstria na busca
por novas estratégias para manter tais microrganismos viaveis. Neste contexto a encapsulacdo
tem se mostrado uma técnica promissora para a protecdo desses probioticos (Menezes et al.,
2013; Nezamdoost-Sani et al., 2024).

Diversos trabalhos tem evidenciado o emprego de probiédticos encapsulados em uma
vasta gama de alimentos fermentados e ndo fermentados. Song et al. (2018) aplicaram capsulas
de Bifidobactérias longum em salsichas fermentadas e observaram que a viabilidade dos
microrganismos foi preservada em 50%. J& Nualkaekul et al. (2012), relataram que

Lactobacillus plantarum encapsulados mativeram-se viaveis em suco de roma, enquanto 0s
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probidticos livres morreram em quatro semanas. Por fim Krasaekoopt; Watcharapoka, (2014a),
empregaram Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei em iogurte e suco de fruta,
reportando que 0s microrganismos mantiveram a viabilidade durante 4 semanas em
armazenamento refrigerado, o que confirma a eficiéncia da encapsulacdo para proteger

microrganismos probidticos, possibilitando maior fabricacdo de alimentos funcionais.

3.6 Sorvete como material carreador de probidtico

A industria de laticinios é a principal produtora de alimentos carreadores de probi6ticos,
sendo que os produtos mais relevantes sdo iogurtes, leites fermentados e queijos. No entanto, 0
setor vem sofrendo intensa diversificacdo a ponto de fabricar formulas infantis, bebidas lacteas,
manteigas e sorvetes adicionados de microrganismos probioticos (Nagpal et al., 2012; Soccol
etal., 2014).

Segundo a legislacéo brasileira, sorvete é um gelado comestivel obtido a partir de uma
emulsdo de gorduras e proteinas, com ou sem adi¢do de outros ingredientes e substancias que
tenham sido submetidas ao congelamento, em condicfes tais que garantam a conservacgdo do
produto no estado congelado ou parcialmente congelado, durante a armazenagem, o transporte
e a entrega ao consumo (Brasil, 2022).

O fato de apresentar alto teor de solidos totais e pH préximo a neutralidade contribui
para que o sorvete seja considerado um ambiente favoravel a veiculacdo de probidticos
(Homayouni, 2012). Ainda, de acordo com Cruz et al. (2009), as baixas temperaturas de
processamento e armazenamento favorecem a longa vida atil do sorvete, atribuindo a este
produto a caracteristica de um bom carreador de cepas probidticas.

Por outro lado, a etapa de congelamento na producdo do sorvete tem efeito crucial na
reducdo do numero de microrganismos viaveis através de danos na parede celular e
consequentemente, perda de agua intracelular (Tyutkov et al., 2022). Além disso, 0 processo de
recristalizacdo que ocorre nessas sobremesas lacteas ao longo do armazenamento também
contribui para reduzir drasticamente a viabilidade dos probidticos (Soukoulis; Fisk; Bohn,
2014). Ainda, segundo Homayouni (2012), a morte dos microrganismos também pode ser
atribuida a toxicidade do oxigénio incorporado ao sorvete durante a fabricacdo, visto que muitas
cepas probidticas sdo anaerdbias ou aerdbias facultativas.

Sendo assim, a incorporacdo de probioticos encapsulados em sorvetes apresenta-se
como uma alternativa para impedir a redugéo da viabilidade dos microrganismos durante o

processamento e 0 armazenamento deste alimento, o que pode ser comprovado pelos estudos
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de Zaeim et al. (2020) e Afzaal et al. (2019). No primeiro trabalho, Lactobacillus plantarum
associados a inulina e amido foram encapsulados em hidrogéis de alginato e quitosana, e
posteriormente adicionados em sorvetes. Segundo os autores, as microcapsulas melhoraram a
viabilidade dos probi6ticos no alimento, pois 7,37 e 7,82 log UFC g ! de bactérias eram viaveis
apds 90 dias de armazenamento (Zaeim et al., 2020). Afzaal et al. (2019) também aplicaram
probidticos encapsulados em sorvetes, empregando alginato e carragenina, e relataram que
bactérias encapsuladas tiveram reduc&o de trés log no nimero de UFC g %, enquanto as células
livres reduziram sete log de UFC g ! ao final de 120 dias, comprovando a efiéncia do sorvete

como material carreador de probidticos encapsulados.
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RESUMO

Por ser rica em biopolimero arabinogalactana, a mucilagem de ora-pro-nobis, apresenta
grande potencial tecnoldgico aplicado a industria de alimentos, inclusive na formagdo de
particulas por gelificacdo idnica. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar
microparticulas de mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) e alginato de sddio (ALG) revestidas
com concentrado proteico de soro de leite (WPC) ou quitosana (QUI) para a encapsulacéo de
probidticos aplicados em sorvetes. As particulas foram produzidas por gelificacdo ibnica
empregando um delineamento composto central rotacional para otimizar as concentragdes de
biopolimeros que proporcionaram maior eficiéncia de encapsulagéo aos microrganismos. Essas
esferas foram caracterizadas quanto a morfologia, distribuicdo de didametro, espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), anélise termogravimétrica (TGA) e teste
de digestdo in vitro. Posteriormente, as particulas foram adicionadas em sorvetes e a viabilidade
dos probidticos foi avaliada durante 60 dias de armazenamento e também apds teste de
recristalizag@o. Os resultados mostraram que L. acidophilus ATCC 4356 foi encapsulado com
sucesso nas microparticulas sintetizadas com eficiéncia de encapsulacdo maxima de 96,86%
para as esferas sem revestimento (SRp), 98,40% para particulas revestidas com concentrado
proteico de soro de leite (WPC,) e 99,56% para os tratamentos revestidos com quitosana
(QUIp). As concentragdes otimizadas de cada biopolimero foram de 0,6 %(m/m) para MOPN,
0,9% (m/m) para ALG, 5,25% (m/m) para WPC e 1,2%(m/m) para QUI. As andlises de
potencial zeta e FTIR confirmaram o revestimento das particulas com WPC e QUI. As
particulas sintetizadas apresentaram formato esféerico e diametros médios de Sauter (Dsz) que
variaram de 172,50 a 272,25 um. As microesferas QUIp foram mais porosas, menos estaveis
termicamente e apresentaram menores taxas de sobrevivéncia de microrganismos em condi¢6es
de trato gastrointestinal simulado e em sorvetes, quando comparadas as demais. Ja as
microparticulas SR, e WPC, exibiram os melhores resultados de viabilidade para o teste de
digestdo in vitro (68,65% e 67,45%); para 0 armazenamento do sorvete (71,23% e 72,49%); e
para viabilidade ap06s ciclos de recristalizacdo (93,32% e 92,47%). Os resultados para as células
livres foram inferiores aos apresentados para as células microencapsuladas, confirmando a
capacidade das microparticulas de MOPN e ALG, revestidas ou ndo, protegerem 0s
microrganismos probioticos frente as condicBes adversas. Além disso, foi possivel atestar o

potencial da MOPN na encapsulacéo de principios ativos.

Palavras-chave: biopolimero; hidrocoloide; viabilidade; probidticos; sorvete.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, os probidticos sdo definidos como
microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem
beneficios a satde do hospedeiro, como regulacao do transito e peristaltismo intestinal, estimulo
a proliferacdo de bactérias benéficas e aumento da resisténcia contra microrganismos
patogénicos (FAO/WHO, 2002). Todavia o efeito benéfico dos probidticos estd condicionado
a premissa de que 0s microrganismos sobrevivam durante o processamento e condi¢fes de
armazenamento nos produtos onde foram incluidos, permanecendo viaveis até o fim da vida
atil em quantidade igual ou superior a 10’ UFC.g* (Etchepare et al., 2016). Além disso,
probidticos devem ser capazes de tolerar o baixo pH do suco gastrico e resistir a acdo dos sais
biliares, das secrecOes pancreatica e intestinal e das enzimas digestivas, mantendo sua
viabilidade e atividade metabdlica no intestino (Rodrigues et al., 2020).

Em suma, as cepas probioticas sdo muito sensiveis as condi¢gdes ambientais sofrendo
influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos, 0 que impulsiona a industria de alimentos na
busca por novas estratégias para manter tais microrganismos viaveis. Neste contexto a
encapsulacdo tem se mostrado uma técnica promissora para a protecdo desses microrganismos
(Menezes et al., 2013; Tyutkov et al., 2022).

Os probioticos podem ser encapsulados a partir de diferentes técnicas e materiais. A
gelificacdo idnica é o método mais popular empregado para proteger microrganismos, devido
a sua simplicidade, baixo custo e condicGes de formulagéo suaves que garantem alta viabilidade
celular. A técnica é baseada na preparacdo de uma solucdo de hidrocoldide, adicdo de
microrganismos e extruso da suspensdo celular através de uma agulha ou um bico. A medida
em que a solucdo contendo hidrocoldides e probidticos € gotejada sobre a solucéo reticulante,
ligacGes cruzadas se formam dando origem a uma estrutura tridimensional em formato de
esferas, que conferem protecdo aos microrganismos (Rodrigues et al., 2020).

O principal polimero empregado na gelificacdo idnica € o alginato de sddio que consiste
em um heteropolissacarideo natural, biocompativel, biodegradavel e que forma gel
instantaneamente em contato com ions célcio (Ching; Bansal; Bhandari, 2017). Todavia, tem-
se intensificado a busca por novos materiais poliméricos, que possibilitem a formacéo de gel e
consequentemente a encapsulacdo de principios ativos (Nami et al., 2023; Rodrigues et al.,
2022). Neste contexto, cactaceas, como 0 ora-pro-nobis, revelam-se como fontes de

hidrocoloides com potencial aplicacdo para encapsular substancias devido a composigéo rica
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em polissacarideos e proteinas (Conceicao et al., 2014; Lima Junior et al., 2013; Morais et al.,
2023; Nogueira Silva et al., 2023; Takeiti et al., 2009).

A planta Pereskia aculeata Miller, popularmente conhecida no Brasil como ora-pro-
nobis (OPN), é uma cactéacea, que além de apresentar baixo custo de producao, ainda contém
um alto teor de biopolimero arabinogalactana, encontrando, desta maneira, aplicagdo na
industria de alimentos e farmacéutica (Conceicdo et al., 2014; Lima Junior et al., 2013;
Nogueira Silva et al., 2023).

Nos ultimos anos, o potencial tecnoldgico da mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) vem
sendo explorado como agente espessante, emulsificante e gelificante na producdo de petit suisse
(Silva et al., 2021) e bebidas lacteas fermentadas (Amaral et al., 2018) como agente formador
de nanoemulsGes (Lago et al., 2019) e na producao de filmes poliméricos (Oliveira et al., 2019).
Ademais, dois estudos recentes do nosso grupo de pesquisa avaliaram a capacidade da MOPN
como material encapsulante. No primeiro Neves et al. (2020) empregaram a MOPN associada
a isolado proteico do soro de leite para encapsular a — Tocoferol por liofilizacdo e obtiveram
resultados satisfatorios. Ja no segundo, Morais et al. (2023) avaliaram a MOPN e alginato de
sodio na formacdo de hidrogéis e observaram que a mucilagem atuou ativamente na reticulagédo
das cadeias poliméricas para sintese das particulas, foi resistente a um ambiente gastrico
simulado e se desintegrou em um ambiente intestinal simulado. Tais resultados indicam o
potencial desse hidrocoloide na encapsulacdo de principios ativos, principalmente probioticos,
0 que ainda nao foi relatado na literatura.

De acordo com Morais et al. (2023), apesar da MOPN auxiliar na formacao da rede de
gel, as esferas produzidas a partir da combinacdo de alginato de sodio e mucilagem ainda
apresentavam grandes poros e por isso sugere-se 0 revestimento dessas particulas com
concentrado proteico de soro de leite e quitosana, ja que em valores de pH inferiores ao pKa da
quitosana e ao ponto isoelétrico das proteinas do soro, tais polimeros apresentam-se carregados
positivamente, podendo interagir eletrostaticamente com os grupamentos carboxilicos da
superficie das particulas de gelificacdo, formando complexos estaveis sobre a particula
(Mcclements, 2017)

Entre os diversos alimentos carreadores de probidticos as sobremesas lacteas, sobretudo
0s sorvetes, se destacam por apresentarem condi¢es de pH e teor de sélidos totais que
contribuem para a veiculacdo de microrganismos. Contudo, a integridade e viabilidade dos
probidticos, mesmo encapsulados, é ameacada pelos processos de congelamento e

recristalizacdo, uma vez que a formacéo e o crescimento de cristais de gelo acarretam danos a
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parede celular, causando a morte dos microrganismos probidticos (Homayouni, 2012;
Soukoulis; Fisk; Bohn, 2014; Tyutkov et al., 2022).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo encapsular uma cepa
probidtica em microparticulas sintetizadas com alginato de sodio e mucilagem de ora-pro-nobis
revestidas com concentrado proteico de soro de leite ou quitosana a fim de proteger 0s

microrganismos probioticos durante o congelamento e a recristalizagao de sorvetes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As folhas de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller) foram colhidas no municipio de
Lavras - MG, Brasil (21° 14” 42 sul, 44° 59’ 59 oeste). Alginato de sodio (CAS number 9005-
38-3), quitosana de baixo peso molecular (CAS number 9012-76-4) e cloreto de célcio
dihidratado (CAS number 10035-04-8) foram adquiridos na empresa Sigma Aldrich Chemical
Co. (St. Louis, MO, EUA). O concentrado proteico de soro de leite 80% (m/m) foi gentilmente
cedido pela Doremus Alimentos (Guarulhos, SP, Brasil). Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 liofilizados foram adquiridos na Colecdo de Culturas Tropical — Fundacdo André Tosello
CCT - FAT (Campinas, SP, Brasil). Os meios de cultura caldo MRS (Man Rogosa Sharpe) e
Agar MRS (Man Rogosa Sharpe) foram adquiridos na empresa KASVI (Sdo José dos Pinais,

PR, Brasil). Todos os demais reagentes foram de grau analitico.

2.2 Obtencdo da mucilagem de ora-pro-nobis

A extracdo da mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) foi realizada segundo o processo
otimizado por Lima Junior et al. (2013) com modificaces. Primeiramente, as folhas de ora-
pro-nobis foram trituradas e homogeneizadas em agua, na propor¢do de 1 kg matéria-prima
para 2,5 L de agua, a temperatura de 100 °C por 10 min, utilizando-se um liquidificador
industrial (Metvisa LG10, Brasil). Em seguida, as amostras foram acondicionadas em béqueres
e permaneceram sob agitacdo em banho termostatico (Quimis, g-215-2) a 65 °C por 6 h. O
homogeinato resultante foi manualmente filtrado com tecido organza e posteriormente
submetido a uma filtracdo a vacuo por meio de um funil de Buchner acoplado a uma bomba de
vacuo (Primar MC 1284, Brasil), utilizando como meio filtrante trés camadas de organza. Apos
a filtracdo o material foi centrifugado (SP Labor, SP-701, SP, Brasil) a 4680 x g por 10 min. O
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liquido remanescente foi adicionado de etanol (95% v/v) na propor¢édo de 3:1 (etanol:solugéo)
e o precipitado retirado, congelado a —75 °C (Coldlab, CL120-86V, SP, Brasil), seco em
liofilizador (Edwards High Vacuum, L4KR, SP, Brasil) e moido em moinho de bolas (marca:
SP Labor, modelo SP-38) para obtencdo da mucilagem de OPN em p6.

2.3 Ativacao e propagacao dos microrganismos

Para a ativacdo dos microrganismos, a cultura liofilizada de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 foi reidratada com 0,2 mL de &gua destilada estéril e posteriormente transferida
para um tubo de ensaio contendo 9 mL de caldo Man Rogosa e Sharpe (MRS), previamente
esterilizado a 121 °C por 15 min, incubado a 37 °C por 48 h conforme instru¢do da CCT — FAT.
Para propagacéo, a cultura foi subcultivada em 90 mL de caldo MRS e incubada nas mesmas
condicdes por 24 h. Em seguida, aliquotas de 1 mL foram transferidas para microtubos e
centrifugadas (SP Labor, SL-5AM, SP, Brasil) a 7126 x g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e meio congelante estéril (15 mL glicerol, 0,5 g peptona bacterioldgica, 0,3 g extrato
de levedura, e 0,5 g NaCl em 100 mL de agua destilada com pH ajustado para 7,0) foi acrescido
aos microrganismos concentrados que foram estocados em condic¢des de congelamento (-75 °C)

para uso como cultura estoque (Ngome et al., 2021).

2.4  Curva de crescimento dos microrganismos

Para realizacdo da curva de crescimento as culturas estocadas em microtubos foram
reativadas em 9 mL de caldo MRS e subcultivadas em 290 mL do mesmo caldo de crescimento
com incubacdo a 37 °C por 24 h. Em intervalos de 2 horas foram realizadas leituras da
densidade 6ptica dessa suspensdo em espectrofotdmetro UV/visivel (NI, 2000 UV, Nova
instruments, Brasil) a 600 nm. Simultaneamente, aliquotas de 100 uL da suspensao de células
foram submetidas a diluicGes decimais seriadas em agua peptonada (0,1 % m/v) e plaqueadas
pela técnica Pour-plate em agar MRS com incubacéo a 37 °C por 24 h em condi¢6es aerdbicas.
O procedimento foi finalizado quando a absorbancia média (densidade dptica) da suspensdo de

células tornou-se constante (Ngome et al., 2021).
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2.5  Preparo dos microrganismos para microencapsulagio

A cultura de L. acidophilus ATCC 4356 foi reativada e cultivada em caldo MRS (10 %,
v/v) a 37 °C por 24 h, posteriormente foi centrifugada (SP Labor, SP-701, SP, Brasil) a 4680 x
g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células com concentracdo final de
aproximadamente 9 Log UFC.mL* foram lavadas duas vezes com agua destilada estéril, sendo

entdo direcionadas & microencapsulag&o.

2.6 Delineamento experimental

A sintese das microparticulas foi realizada empregando diferentes concentracdes de
alginato de sodio (ALG) e mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) como materiais de parede e
diferentes teores de quitosana (QUI) e concentrado proteico de soro de leite (WPC) como
materiais de recobrimento. Visando otimizar as concentracbes dos materiais polimericos
empregou-se o0 delineamento composto central rotacional (DCCR) com 18 tratamentos sendo 8
pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 4 repeticdes no ponto central. Os niveis reais e codificados
podem ser observados na Tabela 1 para as microparticulas recobertas de WPC e na Tabela 2
para os tratamentos recobertos com QUI. As concentracfes minimas e maximas de ALG e
MOPN foram definidas de acordo com Morais et al. (2023). J& os teores de QUI e WPC
basearam-se no estudo de Igbal et al. (2019). O delineamento foi planejado com o auxilio de
software Chemoface 1.6 (Nunes et al., 2012).

Tabela 1 - Variaveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para
microparticulas recobertas com concentrado proteico de soro de leite.

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
MOPN (% m/m) 0,26 0,40 0,60 0,80 0,94
ALG (Yom/m) 0,56 0,70 0,90 1,10 1,24
WPC (%m/m) 2,30 3,50 5,25 7,00 8,20

MOPN: mucilagem de ora-pro-nobis; ALG: alginato de sddio; WPC: concentrado proteico de soro
de leite 80%
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Tabela 2 - Variaveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para
microparticulas recobertas com quitosana.

Variaveis -1,68 -1 0 +1 +1,68
MOPN (% m/m) 0,26 0,40 0,60 0,80 0,94
ALG (% m/m) 0,56 0,70 0,90 1,10 1,24
QUI (%om/m) 0,53 0,80 1,20 1,60 1,87

MOPN: mucilagem de ora-pro-nobis; ALG: alginato de sodio; QUI: quitosana

Vale ressaltar que também foram produzidas microparticulas controle sem revestimento
(SR), compostas somente por ALG e MOPN nas concentracOes determinadas na Tabela 1 e na

Tabela 2 para fins comparativos.

2.7  Preparo das solugdes para microencapsulacéo e recobrimento

O preparo das solugdes de ALG e MOPN foi realizado segundo Morais et al. (2023).
Inicialmente, solugbes aquosas de alginato de sodio e mucilagem de ora-pro-nobis foram
produzidas nas concentracfes determinadas (Tabela 1 e Tabela 2) e permaneceram em repouso
por 12 h para completa hidratacdo dos biopolimeros. Em seguida, foram homogeneizadas em
turrax (Turratec, TE-102, Tecnal, SP, Brasil) a 14.000 rpm por 5 min. Apods a disperséo
completa dos polimeros, as culturas probidticas de L. acidophilus ATCC 4356 (9 Log UFC.mL"
1) foram adicionadas as solug@es e posteriormente foram submetidas & caracterizagio e sintese
das particulas.

As solucbes aquosas de WPC empregadas no recobrimento das microparticulas foram
preparadas nas concentracOes estabelecidas na Tabela 1, sendo homogeneizadas em turrax
(Turratec, TE-102, Tecnal, SP, Brasil) a 14.000 rpm por 5 min. O pH das solucdes foi ajustado
para 4,0 com adicdo de acido acético glacial (37%) e hidroxido de sodio (0,1 M).

Por fim, as soluces com diferentes concentracdes de QUI (Tabela 2) foram preparadas
em acido acético 2% (v/v), mantidas em repouso por 12 h e em seguida homogeneizadas em
turrax (Turratec, TE-102, Tecnal, SP, Brasil) a 14.000 rpm por 5 min. O valor de pH das
solugdes também foi ajustado para 4,0 com adicdo de &cido acético glacial (37%) e hidréxido
de sodio (0,1 M).
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2.8 Sintese das particulas

A sintese das microparticulas foi realizada pelo método de gelificacdo idnica associado
a interacdo eletrostatica, que envolve primeiramente o desenvolvimento de ligacGes entre dois
polimeros solGveis em agua com posterior formacdo de um complexo coacervado com
biopolimero de cargas opostas.

De acordo com o método de Aguilar et al. (2015) adaptado, solugdes de ALG, MOPN
e L. acidophilus foram atomizadas com auxilio de um bico pressurizado tipo spray duplo fluido
(Modelo LM MSD 1.0, Labmag do Brasil, Ribeiréo Preto, Brasil), alimentado por uma bomba
peristéltica a uma vazao de 0,20 L/h (3,33 mL/min) e uma vazdo de ar de 15 L/min. Quando
atomizadas, as microesferas formadas entraram em contato com uma solucéo gelificante de
CaCl; 1,5% (m/v) agitada mecanicamente (150 rpm), afim de evitar aglomeracdo das
microparticulas. Depois de formadas, as microesferas permaneceram agitadas no banho de
gelificacdo por 30 minutos para a completa estruturagéo do hidrogel. Em seguida foram lavadas
com agua deionizada, filtradas a vacuo por meio de um funil de Buchner acoplado a uma bomba
de vacuo (Primar MC 1284, Brasil), utilizando como meio filtrante papel de filtro Whatman N°
1. Entéo, as particulas seguiram para o recobrimento com quitosana ou concentrado proteico do
soro do leite. As amostras controle, sem revestimeto (SRp), foram filtradas e mantidas em agua
deionizada a 4 °C ou congeladas para posterior liofilizagdo no equipamento marca Edwards,
modelo: LAKR por 48 horas, com pressao de vacuo de 0,998 mbar e temperatura de -40 °C,
sendo posteriormente caracterizadas.

O revestimento das particulas de ALG e MOPN com concentrado proteico de soro de
leite ou quitosana foi realizado segundo o meétodo de Zou et al. (2011). As microesferas
produzidas anteriormente (50 g) foram imersas em 200 mL de solucdo de WPC ou QUI nas
concentragdes estabelecidas na Tabela 1 ou Tabela 2, permanecendo sob agitacdo magnética
lenta durante 40 minutos. Em seguida, foram lavadas com agua deionizada, filtradas e mantidas
a 4 °C ou liofilizadas para posterior caracterizacdo. Todos os ensaios foram conduzidos em
temperatura de 20 °C. Ressalta-se que todas as solugdes de biopolimero foram testadas quanto
a esterilidade e todas as vidrarias utilizadas foram previamente esterilizadas em autoclave a 121

°C por 15 min.
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2.9  Eficiéncia de encapsulacao

Para avaliar a eficiéncia de encapsulacao dos probidticos empregou-se a técnica de Igbal
et al. (2019) com modificacdes, na qual 0,1 g de microparticulas hidratadas e recém preparadas
revestidas com WPC, QUI ou sem revestimento (SR) foram adicionadas de 9,9 mL de solucéo
de citrato de sodio 3 % (m/v) e permaneceram sob agitacdo até a completa desintegracdo dos
hidrogéis, e consequentemente a liberacdo dos probioticos aprisionados na matriz polimérica.
Em seguida, aliquotas de 100 pL da suspensao de células foram submetidas a diluicdes decimais
seriadas (10 a 10°°) em agua peptonada (0,1 % m/v) e plaqueadas pela técnica Pour-plate em
agar MRS com incubacdo a 37 °C por 24 h em condi¢des aerdbicas para enumeracado das células
viaveis. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi obtida pela Equacédo 1, onde, N é o nimero de
células viaveis aprisionadas nas microesferas (UFC.mL™) e No € o nimero de células livres

adicionadas a mistura de biopolimeros antes do encapsulamento (UFC.mL™).

Log N (1)

EE (%) = Log N,

A partir do delineamento empregado foi possivel otimizar as concentracfes de material
de parede e de revestimento que obtiveram os melhores resultados para eficiéncia de
encapsulacdo. Sendo assim, os tratamentos revestidos com concentrado proteico de soro de leite
(WPC), revestidos com quitosana (QUI) e sem revestimento (SR) que apresentaram os valores
mais elevados para a eficiéncia de encapsulacdo foram selecionados para prosseguir com as

analises de caracterizacdo.

2.10 Determinacédo do potencial zeta das solugdes

O potencial zeta das solucdes de alginato e mucilagem de ora-pro-nobis, bem como de
concentrado proteico do soro do leite ou quitosana foi determinado medindo a mobilidade
eletroforética das solucgdes utilizando o analisador de potencial zeta Zetasizer, modelo Nano-Z
(Malvern Instrumentos, Malvern, Worcestershire, U.K.). As amostras foram diluidas em agua
deionizada (pH 7) na propor¢do de 1:1000 e as medi¢bes foram feitas a 25°C, sendo 0s

resultados expressos como média de 3 leituras em mV.
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2.11 Analise morfoldgica

A morfologia das microparticulas foi avaliada por meio de microscopia éptica (MO) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Morais et al., 2023). Para isto, laminas contendo
esferas hidratadas foram observadas em um microscopio de luz polarizada (Meiji ML 5000,
Meiji Techno América, Santa Clara, USA). As fotomicrografias foram capturadas com uma
camera fotografica modelo CMOS (Evtscan, China).

Para as analises de MEV, as particulas secas foram fixadas em stubs utilizando uma fita
de dupla face, seguido de metalizacdo com uma fina camada de ouro. As eletromicrografias
foram obtidas usando um microscépio eletrénico de varredura (Tescan-Clara, Czech Republic)
com voltagem de aceleracéo de 15 kV.

2.12 Diametro médio e distribui¢cdo de tamanho das microparticulas

A analise de distribuicdo de tamanho das microesferas produzidas foi feita usando a
técnica de espalhamento de luz estatica em aparelho Mastersizer 3000, modelo Hydro 3000 UM
(Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Uma aliquota de microparticulas WPC,,
QUI, e SRy hidratadas foi dispersa em agua destilada e o didmetro médio das microparticulas
foi expresso em pum segundo o didametro médio de Sauter (Dsz). Além disso, o indice de

polidispersividade (span - admensional) foi obtido conforme Equacéo 2 (Aguilar et al., 2015).

d(0.9) — d(0.1) )
d(0.5)

Indice de polidispersividade =

Onde, d(0,1), d(0,5) e d(0,9) sdo diametros médios volumétricos (um) a 10%, 50% e

90% do volume acumulado, respectivamente.

2.13 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os grupos funcionais presentes nas microparticulas controle, revestidas com quitosana
ou concentrado proteico de soro de leite foram identificados por andlise de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), realizadas em equipamento de FTIR
(Thermo Scientific, USA, modelo iS50 FTIR). As amostras (0,5 mg) foram adicionadas de
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brometo de potassio (KBr) e avaliadas na regido de 400-4000 cm™, com a resolucéo de 4 cm™
(Lietal., 2021).

2.14  Andlise térmica

As analises termogravimétricas foram realizadas em um analisador térmico Shimadzu
60 H (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo). O procedimento foi realizado sob atmosfera de
nitrogénio a uma taxa de fluxo de 50 mL-min, na faixa de temperatura de 25 a 700 °C com
taxa de aquecimento de 10 °C-min’* (Morais et al., 2023).

2.15 Viabilidade dos microrganismos em condicdo gastrointestinal simulada

As microparticulas com probioticos secas foram submetidas a condicdes
gastrointestinais simuladas de acordo com Meira et al. (2023) adaptado. Inicialmente, 0,25 g
microesferas foram digeridos em 7,5 g de suco gastrico simulado (SGJ). O SGJ foi preparado
usando pepsina da mucosa gastrica suina (1 g.L™) e NaCl (8,755 g.L™). As amostras foram
adicionadas de SGJ e seu pH foi ajustado para 2 usando HCI (1 M) para simular as condic¢oes
gastricas. Em seguida, os tubos com as solu¢des foram inseridos em banho-maria a 37 °C e
agitados a 100 rpm para reproduzir os movimentos peristalticos. Ao final de 120 min, aliquotas
de 1 mL foram retiradas, submetidas a diluicdes decimais seriadas (10 — 10) em agua
peptonada (0,1 % m/v) e plaqueadas pela técnica Pour-plate em agar MRS com incubacéo a 37
°C por 24 h em condi¢des aerobicas para enumeracdo das células vidveis. Apos a digestao
gastrica o pH das solucdes foi ajustado para 7 com NaOH (1 M) e o suco intestinal simulado
(S1J) contendo pancreatina (2 g.L ™) foi adicionado na proporcéo de 1:1 (SGJ:S1J). As solucdes
foram mantidas sob agitacdo a 37 °C por mais 120 min. Ao final do processo, aliquotas de 1
mL foram retiradas para plagueamento e enumeracdo de células viaveis, conforme descrito
acima.

Para avaliar a resisténcia dos L. acidophilus encapsulados em condic¢des gastrointestinal

simuladas, a taxa de sobrevivéncia foi calculada de acordo com a Equacéo 3.

Log N (3)

T's (%) = Log N,
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Onde, Ts é a taxa de sobrevivéncia, N (UFC.mL™) é a contagem total viavel de cepas
probidticas apds exposicdo a condicOes gastrointestinal simuladas in vitro e No (UFC.mL?) éa
contagem total viavel de cepas probidticas antes da exposicdo a condicBes gastrointestinal
simuladas in vitro.

2.16 Producdo do sorvete probidtico

O sorvete foi fabricado confome a Figura 1, de acordo com a metodologia de Pereira et
al. (2011).

Figura 1 - Fluxograma de produc¢éo do sorvete probiotico.

Pesagem dos
ingredientes

Preparacdo da
mistura a 30 °C

Homogeneizagao
3500 rpm / 5 min

Batimento
15 min

Adigao de
probiodticos livres
ou encapsulados

10 % m/m

Maturagdo
4°C/24h

Endurecimento
-25°C /24 h

Sorvete probidtico

Pasteurizacdo Resfriamento
72°C/ 15 min 4°C

Fonte: Do autor (2024)

A mistura base foi preparada contendo 10% (m/m) de gordura de origem lactea (creme
de leite, 35% de gordura) (Laticinio Verde Campo, Lavras, MG, Brasil), 11% (m/m) de solidos
ndo gordurosos (leite em p6 desnatado, 95% de sélidos) (Nutriway Foods, Contagem, MG,
Brasil), 10% (m/m) de sacarose (Companhia Unido, Séo Paulo, SP, Brasil), 4% (m/m) de xarope
de milho (Arcolor, Sdo Paulo, SP, Brasil), 0,6% (m/m) de mix estabilizante/emulsificante
(Emulsificante Selecta, Jaragua do Sul, SC, Brasil), 4% (m/m) saborizante de chocolate
(Selecta, Jaragua do Sul, SC, Brasil) e 60,4% (m/m) de agua. Os ingredientes foram
homogeneizados em liquidificador industrial (Metvisa LG10, Brasil) a 3500 rpm por 5 min e
pasteurizados a 72 °C durante 15 min em banho-maria. A mistura foi resfriadaa 4 °C e maturada
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por 24 h. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 foram inoculados no sorvete na forma livre e
na forma de microparticulas sem revestimento (SRy), revestidas com concentrado proteico de
soro de leite (WPC,;) ou revestidas com quitosana (QUI,). A proporcéo de probioticos ou de
microparticulas adicionadas foi de 10% (m/m) com relagdo a massa total do sorvete. Apos a
adicao dos probidticos o sorvete foi processado por 15 minutos em batedeira (Mondial ® Prética
Due) sob condices assépticas para incorporagdo de ar e em seguida foi congelado a -25 + 3 °C

em camara de congelamento.
2.17 Viabilidade dos probidticos durante o armazenamento do sorvete

A viabilidade dos probiéticos livres e encapsulados foi analisada nas amostras de
sorvete armazenadas em 0, 15, 30, 45 e 60 dias com adaptacdes do método descrito por Afzaal
et al. (2019b, 2020). Para enumeracdo das celulas viaveis, 3 g de sorvete probiotico foi
adicionado de 27 mL de solugéo de citrato de sodio 3% (m/v) e permaneceram sob agitacédo
rapida a 25 °C durante 5 min ou até a completa desintegracdo dos hidrogéis. Em seguida,
aliquotas de 100 pL da suspensdo de células foram submetidas a diluicBes decimais seriadas
(10"t - 10®) em 4gua peptonada (0,1 % m/v) e plaqueadas pela técnica Pour-plate em agar MRS
com incubacdo a 37 °C por 24 h em condi¢des aerdbicas. A viabilidade dos probidticos foi

obtida pela Equacéo 4.

Log N (4)

V (%) = Log No X 100

Onde, V é a viabilidade (%), N (UFC.mL™) é a contagem total viavel de cepas
probidticas durante o armazenamento do sorvete e No (UFC.mL™) é a contagem total viavel de
cepas probidticas imediatamente apds a fabricacdo do sorvete, ou seja, antes do

armazenamento.

2.18 Microscopia de fluorescéncia do sorvete — teste vivo/morto

A microscopia de florescéncia dos sorvetes foi realizada segundo a técnica descrita por
Batista et al. (2019) para analise das células de L. acidophilus vivas e mortas no tempo 0 e 60
dias. Para tanto, empregou-se o microscopio confocal a laser Zeiss Axio-Observer Z1 LSM

780 e o software Zen 2010 (Carl Zeiss Microscopy MBH). O fluorocromo Syto9 (Thermo
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Fischer ®) foi usado para marcar células bacterianas vivas e o iodeto de propidio (Sigma ®) foi
utilizado para marcar as bactérias mortas. Resumidamente, 5 pL de cada amostra de sorvete
foram depositados acima de blocos de agar-agar de 0,25 cm? e mantidos imdveis por 5 min. Na
mesma superficie foram aplicados 5 pL de Syto9 (20 uM) e a mistura foi incubada no escuro
por 40 min. Em seguida, foram adicionados 5 pL de iodeto de propidio (1 pg.mL?) e as
amostras permaneceram no escuro durante 5 min. Por fim as laminas foram acondicionadas no
microscépio confocal com a utilizacdo dos detectores ChS1 e Ch2 para as células vivas e

mortas, respectivamente.

2.19 Viabilidade dos probioticos em condi¢des de recristalizagdo

Com intuito de simular a recristalizacdo, os sorvetes foram submetidos a varia¢des de
temperatura segundo metodo adaptado de Giarola et al. (2019). As amostras permaneceram 12
horas armazenadas a -18 °C e em seguida foram acondicionadas a -6 °C por mais 12 horas,
sendo esse ciclo repetido durante 5 dias. Posteriormente a viabilidade dos probioticos livres e

encapsulados foi avaliada por plagueamento conforme descrito no topico 2.17.

2.20 Andlise Estatistica

Os resultados para eficiéncia de encapsulacdo foram submetidos a analise de variancia
com nivel de significancia de 5%, em seguida, ajustou-se um modelo matematico polinomial
utilizando-se como critério a significancia dos parametros ajustados (p<0,05), a falta de
ajustamento do modelo e o coeficiente de determinacdo (R?). Os demais resultados foram
avaliados por meio de Andlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de média Tukey
(p<0,05). Todas as analises foram realizadas em triplicata empregando o pacote estatistico SAS
University Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). As curvas de contorno e os demais

gréficos foram plotados com auxilio do software SigmaPlot (versdo 11.0).



59

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Curvade crescimento dos microrganismos

O crescimento da cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 foi avaliado por meio
da densidade Optica (cm™) a 600 nm e pela contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)
em agar Man Rogosa Sharpe a cada 2 horas e 0s resultados podem ser observados na Figura 2.

Figura 2 - Curvas de crescimento de L. acidophilus ATCC 4356 (a) Log UFC.mL* X
Densidade 6ptica (600 nm); (b) Densidade dptica (600 nm) X Tempo.
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Fonte: Do Autor (2024).

Verifica-se na Figura 2 que a contagem maxima de células foi de 9 Log UFC.mLem
24 horas de incubacdo. Valor semelhante foi encontrado por Meng et al. (2021) ao empregar
caldo MRS no crescimento de lactobacilos. Tais autores registraram que em 24 + 1,78 horas de
fermentacdo a cepa de L. acidophillus LA-5 apresentou um crescimento maximo de 1,21 + 0,26
x10° UFC/ mL.

Na Figura 2 (b) é possivel observar trés fases do crescimento da cultura lactea. Nas
quatro primeiras horas de incubacdo nota-se a fase lag de crescimento, na qual ocorre elevada
atividade metabolica sem que haja multiplicacdo efetiva dos microrganismos. Em seguida,
verifica-se a fase log marcada pelo crescimento rapido e exponencial dos lactobacilos que é
evidenciado pela elevacdo da densidade dptica de 0,200 para 1,800 cm™ entre 4 h e 22 h. Por
fim, nas Gltimas duas horas € possivel perceber uma estabilidade na densidade 6ptica indicando
a fase estacionaria, cujo numero de células produzidas é igualado ao nimero de células mortas
devido a restricdo de nutrientes necessarios ao crescimento microbiano e & producdo de
metabolitos tdxicos ao microrganismo (Aider-Kaci; AidarbekovA; Aider, 2023; Ni et al., 2023).
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Os resultados do presente estudo sdo sutilmente superiores aos valores obtidos por
Aider-Kaci; Aidarbekova; Aider (2023) para a curva de crescimento de L. acidophilus ATCC
4356 em caldo MRS. Em sua pesquisa, 0s autores verificaram que o crescimento maximo da
cepa foi 8 Log UFC.mL*com uma densidade dptica (600 nm) de 1 +0,01. Todavia, observaram
que o crescimento exponencial das células ocorreu no intervalo de 6 h a 16 h, com uma taxa de
crescimento especifico de 0,2585 h™t e um tempo de duplicacéo de 5 h, diferente dos valores
encontrados no presente estudo de 0,1221 h e 5,7 h. Tais resultados podem estar relacionados
as condicBes experimentais aplicadas, uma vez que Aider-Kaci, Aidarbekova e Aider (2023)
conduziram seu experimento em meio anaerébico enquanto esta pesquisa foi realizada em meio
aerdbio. Sabe-se que os L. acidophilus sdo microrganismos microaerébios, apresentando maior
crescimento em ambientes com pouca oxigenacdo, portanto, meios com teor de oxigénio
reduzido favorecem o crescimento celular desta espécie (Reale et al., 2015; Sharma; Saharan,
2014) .

Por fim, para obter a contagem de células em funcdo da densidade Optica a 600 nm
ajustou-se um modelo de regressao linear com coeficiente de determinacdo de 0,86 (Figura 2
a) a partir da qual foi padronizado o crescimento da cepa empregada nas proximas etapas do
trabalho.

3.2  Eficiéncia de encapsulacao

Segundo Afzaal et al. (2019a) a eficiéncia de encapsulacdo, bem como a sobrevivéncia
dos microrganismos probioticos estdo intimamente relacionadas ao tipo e a concentracao de
material de parede utilizado na sintese de microparticulas. Tal afirmacdo corrobora com os
resultados encontrados no presente estudo para L. acidophilus ATCC 4356 encapsulados com
diferentes composicOes de material de parede.

Na Tabela 3 é possivel observar os valores de eficiéncia de encapsulacdo empregando
o delineamento experimental (DCCR) cujas variaveis independentes foram as concentracdes de
MOPN, ALG e material de revestimento (WPC ou QUI). Verifica-se que em ambito geral as
diferentes microparticulas apresentaram uma eficiéncia de encapsualacdo superior a 74%,
sendo os valores maximos aproximadamente 96%, 98% e 99% para as microesferas formadas
por MOPN e ALG sem revestimento (SRy), revestidas com concentrado proteico de soro de
leite (WPCp) e revestidas com quitosana (QUIp), respectivamente. O alto rendimento na

encapsulacdo indica o aprisionamento bem-sucedido de células viaveis nas microesferas,
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evidenciando o potencial desses biopolimeros como materiais encapsulantes de

microrganismos.

Tabela 3 - Delineamento composto central rotacional com os resultados de eficiéncia de
encapsulacdo para as microparticulas produzidas.
Eficiéncia de encapsulacéo (%)

Tratamento MOPN ALG Revest.

SRy WPC, QUI,
1 -1 1 -1 77,89 77,06 79,96
2 -1 1 1 88,60 80,42 74,73
3 -1 -1 -1 85,72 90,75 86,09
4 -1 -1 1 89,05 93,13 93,67
5 1 1 -1 91,39 95,03 93,36
6 1 1 1 79,55 94,57 87,71
7 1 -1 -1 83,36 90,03 89,13
8 1 -1 1 83,42 89,41 85,36
9 -1,68 0 0 83,75 83,58 78,48
10 1,68 0 0 81,01 85,66 81,95
11 0 1,68 0 80,32 82,43 81,90
12 0 -1,68 0 94,38 93,18 97,44
13 0 0 -1,68 94,84 93,57 93,86
14 0 0 1,68 93,79 81,61 89,16
15 0 0 0 96,86 98,29 99,56
16 0 0 0 95,01 96,98 96,58
17 0 0 0 93,82 94,99 98,62
18 0 0 0 94,51 98,40 98,35

MOPN: mucilagem de ora-pro-nobis; ALG: alginato de sodio; Revest.: material de revestimento
das microparticulas (concentrado proteico do soro de leite ou quitosana); SR,: microparticula sem
revestimento; WPC,: microparticula revestida com concetrado proteico do soro de leite; QUI,:
microparticula revestida com quitosana.

Nota-se que as capsulas produzidas somente por ALG e MOPN (SRp) apresentaram
capacidade de encapsulacéo elevada (77,89% — 96,86%) o que também foi observado por outros
pesquisadores ao combinar alginato com diferentes hidrocoloides para a encapsulacdo de

probidticos. Nami et al. (2020) sintetizaram microparticulas de alginato e goma-persa para
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aprisionar Lactococcus lactis e obtiveram uma eficiéncia de encapsulagdo superior a 98%.
Ademais, Rodrigues et al. (2017) encapsularam Lactobacillus casei em microesferas de
alginato combinadas com mucilagem de quiabo e linhaga registrando um rendimento de células
de 95,09% e 93,92%, respectivamente. Por fim, Rodrigues et al. (2022) verificaram que 0 uso
de gomas e mucilagens oriundas de tamarindo, mutamba, cassia tora, psyllium e konjac
associadas a alginato melhorou a eficiéncia de encapsulacdo de Limosilactobacillus reuteri de
93,2% para 97,4% em comparacao ao alginato puro.

De acordo com esses autores, apesar de ser amplamente utilizado para a encapsulacéo
microbiana, o uso de alginato majoritariamente pode resultar na formacéo de particulas muito
porosas. Portanto, o emprego de hidrocoldides extraidos de plantas em combinacdo com
alginato pode melhorar as propriedades das particulas e aumentar o aprisionamento das células,
uma vez que tais mucilagens comumente apresentam alta estabilidade coloidal e caracteristicas
anidnicas, como é o caso da MOPN (Morais et al.,, 2019), que contribuem para o
estabelecimento de interagdes eletrostaticas e para a formacéo das particulas (Rodrigues et al.,
2020).

A alta porosidade das esferas formadas predominantemente por alginato, como citado
acima, também pode justificar o fato dos tratamentos 1 e 2 apresentarem as menores eficiéncias
de encapsulacdo para todas as microparticulas produzidas (SRp, WPC,, QUIp) ja que, tais
tratamentos empregaram elevados teores de alginato e concentracdes baixas de MOPN.

A partir da Tabela 3 verifica-se também que o revestimento das microparticulas com
WPC ou QUI aumentaram a eficiéncia de aprisionamento dos probioticos possivelmente devido
as caracteristicas da matriz polimeérica. Para o primeiro material, as caracteristicas anfifilicas e
sua capacidade de formar interacGes eletrostaticas com polissacarideos carregados
negativamente fazem com que as proteinas do soro de leite sejam frequentemente empregadas
para o revestimento de microparticulas probidticas. Igbal et al. (2019) avaliaram a capacidade
de WPC recobrir esferas de alginato com B. bifidum e registraram uma eficiéncia de
encapsulacdo de 93,8%, valor semelhante ao encontrado no presente trabalho. No caso da
quitosana o aumento da eficiéncia de encapsulacdo estd ligado a sua natureza catiénica que
permite a interacdo com polimeros aniénicos como alginato e MOPN. Krasaekoopt;
Watcharapoka, (2014) aprisionaram L. acidophilus e L. casei em particulas de alginato
revestidas com quitosana e obtiveram um rendimento de células de 79,4%. Todavia, em um
estudo preliminar tais autores verificaram uma encapsulacdo maxima de 99,9% para
Lactobacillus acidophilus 547, Bifidobacterium bifidum ATCC 1994, and Lactobacillus casei



63

(Krasaekoopt; Bhandari; Deeth, 2006), valores similares a eficiéncia de encapsulagdo minima
e maxima encontradas para as microparticulas QUI, sintetizadas neste trabalho.

Com base nos resultados de eficiéncia de encapsulagéo para as particulas recobertas com
WPC e QUI foram gerados modelos matematicos levando em consideracdo apenas 0s termos
estatisticamente significativos (p<0,05), com falta de ajuste da regressdo e coeficientes de
determinacéo satisfatorios. Os modelos estdo descritos nas Equacdes 5 e 6, a partir das quais
foram geradas curvas de contorno observadas na Figura 3. Vale salientar que néo foi obtido um
modelo matematico para as microparticulas sem revestimento, ja que essas sdo formadas apenas

por dois materiais poliméricos, €, portanto, nao se enquadram em um DCCR de trés variaveis.

EEypc = 52,17 + 23,67MOPN + 40,90ALG + 8,88WPC — 95,96 MOPN? + (5)
114,31MOPN * ALG — 67,81ALG? — 0,91WPC>
R?=0,83

EEqy; = 21,46 + 113,72MOPN + 63,24ALG + 33,82QUI — 160,73MOPN? + (6)
98,91MOPN = ALG — 77,18ALG? — 15,23QUI?
R?=10,91

De acordo com o modelo obtido para as microparticulas revestidas com concentrado
proteico de soro de leite (WPCy) o efeito linear das concentragdes de MOPN, ALG e WPC,
bem como, a interacdo entre MOPN e ALG apresentaram contribuicdo positiva para a eficiéncia
de encapsulacdo, sendo que o fator que mais influenciou no aprisionamento de células foi a
interacdo entre mucilagem de ora-pro-nobis e alginato, indicando que esses biopolimeros atuam
juntamente para a formacéo das microparticulas, como foi relatado por Morais et al. (2023).
Tais autores, por meio da caracterizacdo fisica, quimica e térmica observaram que a mucilagem
de ora-pro-nobis foi capaz de interagir com o alginato de s6dio na formacdo das cadeias
poliméricas, dando origem a esferas com uso potencial na inddstria de alimentos.

Quanto ao modelo predito para as microesferas recobertas com quitosana, observa-se
gue as maiores contribuices para a eficiéncia de encapsulacdo estdo relacionadas a
concentracdo de mucilagem de ora-pro-nobis, sendo que o efeito linear de MOPN contribuiu
positivamente, enquanto o efeito quadratico dessa variavel contribuiu de forma negativa para a
retencdo de células nas microesferas, apontando novamente que o emprego desse hidrocoloide
pode alterar as caracteristicas das particulas (Morais et al., 2023; Neves et al., 2020) e as

propriedades de materiais poliméricos (Oliveira et al., 2019).
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Comparando somente os efeitos lineares das solugdes de recobrimento nos modelos
matematicos, observa-se que tanto WPC quanto QUI auxiliaram positivamente no
aprisionamento de células, sugerindo que o pH empregado (4,0) contribuiu para que as
proteinas tivessem carga elétrica liquida positiva e a quitosana também estivesse positivamente
carregada tornando possivel a interacdo eletrostatica com ALG e MOPN que séo biopolimeros
anidnicos. No entanto, verifica-se que a contribuicdo de WPC foi inferior a de QUI o que pode
estar relacionado com a intensidade dessa carga elétrica liquida, ou seja, WPC possivelmente
apresentava menos carga elétrica positiva do que QUI (Rodrigues et al., 2020).

A Figura 3 mostra que os maiores valores para eficiéncia de encapsulacdo de L.
acidophilus foram obtidos em concentracées de MOPN variando de 0,4% a 0,7% (m/m) para
microparticulas WPC,, e de aproximadamente 0,6% (m/m) para os tratamentos QUI,. Quanto
ao teor de ALG as maiores contagens de células viaveis foram encontradas em intervalos de
0,6% a 1,0% (m/m) para WPC, e entre 0,7% e 0,9% (m/m) para QUI,. Por fim, concentracdes
de aproximadamente 5% (m/m) de WPC e teores de quitosana na faixa de 1,0 a 1,2% (m/m)
também proporcionaram maior aprisionamento de probioticos. Com base nesses valores foi
definido que as microparticulas correspondentes ao ponto central do DCCR seguiriam para a
caracterizacdo e aplicacdo. Sendo assim, as proximas analises foram realizadas com
microesferas produzidas com: 0,6% (m/m) de MOPN, 0,9% (m/m) de ALG e 5,25% (m/m) de
WPC para particula WPCy; 0,6% (m/m) de MOPN, 0,9% (m/m) ALG e 1,2% (m/m) de QUI
para microparticula QUIp; e finalmente, 0,6% (m/m) de MOPN e 0,9% (m/m) de ALG para a

particula controle sem revestimento (SRy).
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Figura 3 - Curva de contorno para a eficiéncia de encapsulacéo levando em consideracéo as
variaveis (a) MOPN e ALG nos tratamentos revestidos com WPC, (b) MOPN e
ALG nos tratamentos revestidos com QUI, (c) MOPN e WPC, (d) MOPN e QUI,

(e) ALG e WPC, (f) ALG e QUI.
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3.3  Potencial zeta das solugdes

O potencial zeta é uma medida da carga elétrica superficial de moléculas e revela-se
como um valor preditivo de reagdes entre biomateriais. Portanto, o valor encontrado para tal
parametro nos permite inferir a respeito da interacdo superficial entre biopolimeros (Ni et al.,
2023).

A solucdo polimérica composta por 0,6% (m/m) de MOPN e 0,9% (m/m) de ALG (SRs)
foi avaliada quanto ao pH e, posteriormente, quanto ao potencial zeta e os resultados indicaram
uma carga elétrica liquida superficial de -55,28 + 1,43 mV em pH de 6,08 +£ 0,13 (Tabela 4). A
titulo de comparacao, uma solucdo contendo 1,5% (m/m) de alginato, que corresponde ao total
de biopolimeros empregados no tratamento SRs, também foi avaliada e registrou um potencial
zeta de -51,28 £ 1,93 mV em um pH de 7,05 £ 0,10. A partir desses resultados observa-se que
a substituicdo de 0,6% de alginato por MOPN causou um aumento na carga elétrica superficial
negativa da solugdo. Esse resultado pode ser explicado pelo fato das proteinas presentes na
mucilagem de ora-pro-nobis apresentarem ponto isoelétrico em pH igual a 1,7. Logo, em
valores de pHs superiores ao ponto isoelétrico esse hidrocoloide esta carregado negativamente,
sendo a carga mais negativa quanto maior o pH da solucdo de MOPN (Morais et al., 2019).

Ainda com relacdo a SR, a carga elétrica negativa dessa solucdo também esté associada
a presenca de grupamentos carboxilicos (COO’) na matriz polimérica do alginato e da
mucilagem de ora-pro-nobis. Segundo Morais et al. (2023) e Rodrigues et al. (2020), esse grupo
quimico confere ao alginato e as mucilagens a capacidade de se ligarem com a agua e com ions
divalentes como Ca?* para formarem geis/particulas e também possibilitam a interagdo desses

biopolimeros com materiais carregados positivamente.

Tabela 4 - Caracterizacdo das solucdes formadoras das microparticulas.
Potencial zeta

Tratamentos pH (mv)
SR, 6,08 +0,13 -55,28 + 1,43
WPCs 4,00 +0,20 1,75 +0,11
QUlIs 4,00 £ 0,20 50,18 + 1,50

SRs: solucdo de mucilagem de ora-pro-nobis e alginato de sédio; WPCs: solucdo de concentrado
proteico de soro de leite; QUIs: solucdo de quitosana;

As solucdes de recobrimento formadas por 5,25% (m/m) de concentrado proteico de

soro de leite ou 1,2% (m/m) de quitosana tiveram o pH previamente ajustados para 4,0 + 0,2
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antes de serem empregadas no revestimento. O valor de pH foi escolhido com base no ponto
isoelétrico das proteinas do soro de leite (4,6 — 5,2) e no pKa da quitosana (6,2 — 7,0) (Jones;
Decker; Mcclements, 2010; Rivera et al., 2015).

De acordo com a Tabela 4, os resultados mostraram que no pH escolhido a solucéo de
quitosana apresentou uma carga elétrica liquida positiva de +50,18 + 1,50 mV, visto que em
valores de pH inferiores ao pKa, esse biopolimero apresenta-se carregado positivamente,
podendo interagir por meio de interacdes eletrostaticas com ALG e MOPN para revestimento
das microparticulas. Os valores encontrados no presente tabalho se assemelham aos resultados
obtidos por Rivera et al. (2015) na sintese de nanocapsulas ocas de alginato recobertas com
quitosana. Segundo os autores, as solugdes de quitosana em pH = 3 e alginato em pH = 6
apresentaram cargas superficiais de + 48,20 + 7,00 e -58,28 + 4,48, respectivamente, 0 que
significa que podem interagir por forcas eletrostaticas para realizar deposi¢cao de camadas na
microcapsula.

No caso do concentrado proteico de soro de leite a carga elétrica liquida superficial
também foi positiva +1,75 £ 0,11 mV. No entanto, o valor baixo registrado para essa solugédo
indica que o pH estd proximo do ponto isoelétrico desse conjunto de proteinas e por
consequéncia, a deposicdo da camada superficial pode ser menos eficiente. Este resultado
também pode ser associado a menor contribuicdo do teor de WPC nos modelos matematicos
gerados para eficiéncia de encapsulacdo. Na formacdo de microparticulas de alginato, pectina
e concentrado proteico de soro de leite, Aguilar et al. (2015) verificaram que o potencial zeta
da solucdo WPC variou de 22,5 + 3,7 mV (pH 3) a -27,2 £ 4,2 mV (pH 7), faixa que abrange o

resultado encontrado para solugdes de WPC no presente trabalho.

3.4 Analise morfologica

A matriz polimérica utilizada para encapsular principios ativos influencia diretamente
na morfologia das particulas, podendo alterar o formato, o tamanho e a regularidade superficial
das esferas (Morais et al., 2023). Na Figura 4 sdo mostradas as fotomicrografias das
microparticulas Umidas sem revestimento, revestidas com WPC e revestidas com QUI.

Percebe-se que as microparticulas Umidas apresentaram formato esférico com uma
superficie ligeiramente irregular. E possivel notar que a irregularidade é maior para as particulas
que foram submetidas ao revestimento. Além disso, observa-se uma coloragdo
esverdeada/amarronzada para todas as particulas, sendo mais intensa para as esferas recobertas.

Segundo Morais et al. (2023), essa coloracdo estd associada a presenga de MOPN na matriz
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polimérica. Contudo, a diferenga na intensidade da cor e na irregularidade das microesferas
WPC, e QUI, em compracdo a SR, é um indicativo de que houve uma deposi¢do de camada
formada pelos polimeros adicionados na superficie das microesferas. Ainda com relacéo a
microscopia optica, observa-se em segundo plano que ha microparticulas maiores e menores,
apontando que o método empregado para sintese permite a obtencdo de microesferas com
diferentes diametros.

Figura 4 - Fotomicrografias com aumento de 40 x das microparticulas (a) SR, (b) WPC,, (c)

QUI,

Fonte: Do autor (224).

As eletromicrografias de varredura (Figura 5) mostraram que todas as microparticulas
sofreram um encolhimento apresentando alteracdes no formato ap6s a secagem do material, o
que pode ocorrer devido a colapsos da rede polimerica durante o processo de liofilizacdo. De
acordo com Li et al. (2021), o enrugamento das esferas a base de alginato pode ser atribuido
principalmente ao fato de que as estruturas porosas das microparticulas e a sinerese de agua
dessas microesferas durante a liofilizacdo desestabilizam a rede de gel do alginato, causando
problemas estruturais na matriz polimérica. Observacao morfoldgica semelhante foi verificada
por Huang et al. (2021) para esferas de alginato e goma laca e por Morais et al. (2023) para
hidrogeis de alginato e mucilagem de ora-pro-nobis.

Quanto a porosidade, observa-se que a microparticula com poros menores foi SRy
seguida da WPC, e, por fim, a QUI, apresentou grandes poros e uma estrutura bem diferente
das demais (Figura 5e). O mesmo comportamento foi observado para esferas de alginato
combinadas com inulina, goma arabica e quitosana avalidas por Li et al. (2021). Esses autores
observaram que inulina e goma arabica contribuiram para formacao de esferas menos porosas.
Por outro lado a superficie das esferas de alginato revestidas com quitosana parecia mais aspera,
porosa e robusta, 0 que segundo esses pesquisadores pode ser atribuido ao emprego de
concentragdes de quitosana insuficientes para impedir o colapso da rede de gel.
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Verificou-se ainda que a microparticula sem revestimento (SRp) apresentou uma
superficie mais densa, homogenea e com menor deposicdo de grumos (Figura 5a). Em
contrapartida a microesfera revestida com WPC,, exibiu um grande acimulo de grumos (Figura
4c) que pode estar associado a baixa carga elétrica liquida positiva (préxima a 0) da solugédo de
WPC, de forma que as proteinas passaram a aglomerar-se na superficie da esfera. Resultado
similar foi obtido por Luo et al. (2022) para particulas de alginato, pectina e proteina do soro
de leite. Tais esferas apresentaram grumos e aglomeracBes em sua superficie que foram
atribuida a presenca de proteinas do soro de leite.

Finalmente, na Figura 5 (b), (d) e (f) é possivel verificar a presenca de células de L.
acidophilus ao longo da estrutura das particulas, o que confirma sua caracterizacdo como esfera
ou particula do tipo matriz, na qual o material ativo esta distribuido ao longo de toda a rede
polimérica (Etchepare et al., 2020; Rodrigues et al., 2022). Além disso, é possivel observar que
a particula SRp exibiu maior quantidade de células na superficie quando comparadas as demais,
indicando que realmente houve a deposi¢cdo de uma camada de WPC ou de QUI na superficie
das particulas submetidas ao revestimento, o que pode proporcionar uma maior protecdo dos
microrganimos frente a condicdes adversas. Etchepare et al. (2016) e Etchepare et al. (2020)
encapsularam L. acidophilus em matriz de alginato revestida com quitosana e matriz de alginato
recoberta com proteina do soro de leite, respectivamente, e também observaram que as células
de probioticos estavam distribuidas em toda a matriz polimérica e que as particulas sem
revestimento apresentavam mais células na superficie do que as revestidas. Tais resultados

corroboram com o encontrado no presente trabalho.
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Figura 5 - Eletromicrografias de varredura das microparticulas (a) SR - 2000 x; (b) SRy, -

10000 x; (c) WPC,; - 2000 x; (d) WPCp, - 10000 x; (e) QUI, - 2000 x; (F) QUI, -
10000 x.
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Fonte: Do autor (2024).
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3.5  Diadmetro médio das microparticulas e indice de polidispersividade (Span)

A distribuicdo de tamanho das microparticulas SRy, WPC, e QUI, pode ser observada
na Figura 6. Nota-se que todos os tratamentos apresentaram uma distribuicdo de tamanho
unimodal e normal, o que também pode ser visto pelo indice de polidispersividade (Span) que
variou de 2,12 a 2,59 (Tabela 5). Resultado semelhante foi encontrado por Aguilar et al. (2015)
ao produzirem esferas de alginato empregando um bico duplo fluido para atomizacdo das
solucdes poliméricas. Nesse trabalho, os autores também observaram uma distribuicdo de
tamanho unimodal e normal, sendo o indice de polidispersividade compreendido entre 1,5 e
2,0. Segundo tal estudo, esses valores de Span indicam que as particulas apresentam uma
estreita faixa de distribuicdo de tamanho o que é atribuido ao material polimérico e ao uso do
atomizador duplo fluido para a producdo de microparticulas.

Figura 6 - Distribuicdo de tamanho das microparticulas sem revestimento SR, revestidas
com concentrado proteico de soro de leite WPCy, ou revestidas com quitosana
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Fonte: Do autor (2024).

Na Tabela 5 verifica-se que as microparticulas apresentaram diametros médios de Sauter
(Ds2) estatisticamente diferentes (p<0,05), confirmando que o tipo de material polimérico
influencia diretamente no tamanho das microesferas. A microparticula SR, exibiu um didmetro

médio de 232,00 + 5,57 um, valor inferior ao observado por Nami et al. (2020) ao produzirem



72

microparticulas de alginato e goma persa (340 - 370 um), mas proximo ao diametro registrado
para esferas de alginato e gel de psyllium (80 - 220 um) (Haghshenas et al., 2015). O didmetro
encontrado para a particula sem revestimento também foi muito inferior ao obtido
anteriormente por Morais et al. (2023) para esferas de ALG e MOPN (1,69 mm). Essa variagéo
de tamanho deve-se as diferencas nos processos para obtencdo dos hidrogéis. No trabalho de
Morais et al. (2023), os hidrogéis esféricos foram produzidos empregando uma agulha de 0,45
mm acoplada a uma bomba peristéaltica com vazdo de 0,5 mL/min, enquanto a presente pesquisa
empregou um bico atomizador, que permitiu a formacéo de particulas menores.

A microesfera WPC,, apresentou um diametro médio (272,25 + 11,72 um) superior ao
valor encontrado para a particula sem revestimento. Em seus estudos Aguilar et al. (2015)
também registraram que particulas de alginato e pectina ao serem recobertas com WPC
aumentaram o didametro de 259 um para 283 um. Ademais, Etchepare et al. (2020) também
observaram fendmeno semelhante, no qual as esferas revestidas com WPC foram maiores que
as amostras sintetizadas somente com ALG, sendo tal comportamento atribuido a deposi¢éo da
camada polimérica superficial e também a formacao de aglomerados de proteinas na superficie
das esferas.

Por outro lado, a microparticula QUI, apontou um diametro inferior as demais (172,50
+ 9,07 um), o que ndo era previsto, mas pode ser justificado pelo fato da quitosana interagir
eletrostaticamente com os grupos carboxila negativos do alginato, reduzindo as ligacGes desse
polimero com as moléculas de agua. Isso pode levar a desidratacdo do gel, expelindo parte da

agua presente na particula e, portanto, reduzindo seu tamanho (Etchepare et al., 2020)

Tabela 5 - Diametro médio (D32) e indice de polidispersividade (Span) das microparticulas
SRp, WPC;, e QUI,.

Tratamentos

Diametro médio de Sauter  Indice de polidispersividade

- D32 (pm) (Span)
SRy 232,00 +5,57° 2,18 0,07
WPC, 272,25 +11,72° 2,12 0,06
QUI, 172,50 +9,07° 2,59 +0,37°

SRp: microparticula sem revestimento; WPC,: microparticula revestida com concentrado proteico de
soro de leite; QUI,: microparticula revestida com quitosana.

Médias seguidas de mesmas letras mintsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

O tamanho da particula é um parametro fundamental em aplicacdes industriais de
microencapsulacéo, pois pode ser um fator limitante em produtos alimenticios, uma vez que

particulas grandes podem afetar a textura e os atributos sensoriais de um alimento (Norcino et
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al.,, 2022). Todavia, microesferas maiores proporcionam melhor protecdo as células
aprisionadas contra ambientes agressivos (Mahmoud et al., 2020). Nami et al. (2020)
produziram particulas de alginato e goma persa para encapsulacdo de Lactococcus lactis com
didmetro de 340 - 370 um. As esferas exibiram alta eficiéncia de encapsulagéo (> 98%), boa
protecdo contra as condigdes digestivas simuladas (> 61%) e ndo causaram alteracGes na textura
de suco de laranja. Com base nisso, pode-se inferir que as microparticulas SRy, WPC, e QUI,

sdo opcdes vidveis para a aplicacdo de L. acidophilus microencapsulados em produtos
alimenticios.

3.6  Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de FTIR de alginato de sodio, mucilagem de ora-pro-nobis, concentrado

proteico de soro de leite, quitosana e das microparticulas SRy, WPC, e QUI, podem ser
observados na Figura 7.

Figura 7 - Espectro de FTIR para os biopolimeros ALG, MOPN, QUI, WPC e para as
microparticulas SRy, WPC,, QUI,.
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Fonte: Do autor (2024).
O espectro de alginato (ALG) apresentou uma banda em torno de 3300 cm relacionada

ao estiramento O — H e um pequeno pico proximo de 1600 cm™ associado a vibracdo de

alongamento do grupo carbonil (- C = O) presente no anion carboxilato (COQO"). Por fim, notou-
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se um pico muito ligeiro entre 1050 — 1100 cm™ atribuido ao alongamento assimétrico da
estrutura sacaridica C-O-C, tipica desse biopolimero (Kulig et al., 2016).

Para a mucilagem de ora-pro-nobis (MOPN) observou-se uma banda proxima a 3400
cm relacionada ao estiramento da vibragéo associada de O — H e N — H. Além disso, notou-se
um pico muito sutil em torno de 2925 cm™ que pode se referir ao estiramento da vibragdo
assimétrica fraca de C — H e uma banda em torno de 1640 cm™ que também pode estar ligada
aos estiramentos assimétricos da ligagdo do grupo COO". Por fim proximo a 1050 cm™
registrou-se uma banda caracteristica de vibracdo de alongamento C — O. O espectro obtido no
presente trabalho foi muito semelhante ao relatado por Conceicéo et al. (2014) na caracterizagdo
da mucilagem de ora-pro-nobis.

O concentrado proteico de soro de leite (WPC) exibiu um espectro com uma banda larga
em 3300 cm™* também atribuida ao estiramento da ligagdo O — H e um pequeno pico em 2925
cm* relacionada ao estiramento alifatico fraco de C — H. Ademais observou-se picos em 1633
cm? e 1537 cm? caracteristicos de proteina. O primeiro estd associado ao alongamento das
ligacbes C = O e C — N na regido da amida I, ja o segundo pode descrever o alongamento da
ligacdo C — N e a flexdo de N — H na regido da amida Il (Luo et al., 2022).

O espectro da quitosana (QUI) mostrou uma banda ampla em torno de 3400 cm™ que
corresponde a vibracGes de estiramento provenientes da sobreposicéo das ligacbes O —He N —
H. O pico suave em 2881 cm™ pode identificar vibragdes de estiramento CH, do anel de
piranose na estrutura da quitosana. Entre 1652 cm™ e 1598 cm™ verificou-se o alongamento da
ligacdo C = O e a flexdo de N — H, das amidas I e I, respectivamente. Por fim a banda larga
entre 1030 cm™ e 1080 cm™ mostrou o estiramento C — O — C e C — O caracteristicos de
polissacarideos (Kulig et al., 2016).

Quanto as microparticulas, observou -se que a banda compreendida entre 3300 cm™ e
3500 cm™ apresentou maior intensidade para SR,, WPC, e QUI, quando comparada aos
polimeros puros. Além disso, essa banda mostrou-se mais acentuada para microparticulas
revestidas com WPC e QUI, indicando a formacdo de novas ligacdes de hidrogénio entre os
grupos OH e NH dos materiais de revestimento com os grupamentos C = O e O — H dos
materiais de parede. Ademais, verificou-se um aumento na intensidade do pico préximo a 1635
cm?® e o surgimento de um pico em 1420 cm? que sugere a formagdo de complexos
polieletrolitos entre os revestimentos (QUI ou WPC) e a matriz de ALG e MOPN por meio da
interacdo eletrostatica entre as aminas e o grupo carboxila (Kulig et al., 2016).

Pesquisas anteriores registraram comportamento semelhante ao observado no presente

trabalho. Luo et al. (2022) e Kulig et al. (2016) ao avaliarem os espectros de FTIR para
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particulas de alginato, pectina e proteina do soro de leite e para complexos de alginato e
quitosana, respectivamente, perceberam alteragdes na intensidade da banda préximaa 3300 cm-
! & nos picos em torno de 1630 cm™ e 1440 cm™ o que atribuiram a interacdes eletrostaticas
entre os biopolimeros de carga oposta. Ainda, Rodrigues et al. (2022) afirmam que picos mais
acentuados em comprimentos de ondas proximos a 1627 cm™ e 1417 cm™ também podem estar
relacionados a interacdo satisfatoria entre o célcio e as fragdes anidnicas de hidrocoloides,
confirmando a capacidade de alginato e mucilagem de ora-pro-nobis se ligarem com o célcio
para a formar particulas por gelificacdo idnica.

3.7 Analise térmica das microparticulas

Na Figura 8 estdo representadas as curvas de TGA para as microparticulas SRp,, WPC,
e QUI,. Observa-se que todas as esferas apresentaram curvas com trés estagios de degradacéo
térmica. No geral, o primeiro estagio pode ser identificado em intervalo de temperatura de 25
°C a 120 °C e corresponde a perda de 4gua que esta adsorvida por interacdes fisicas e perda de
compostos volateis presentes no sistema polimérico. Nesta etapa a reducdo de massa foi de
aproximadamente 18%, 10% e 16% para as particulas SR, WPC, e QUI,, respectivamente.
Tais valores se assemelham ao resultado de 18% de perda de massa encontrado por Morais et
al. (2023) para esferas de alginato e mucilagem de ora-pro-nobis e também se encontram
proximos da faixa de 10% — 16% relatada por Luo et al. (2022) para particulas de alginato,
pectina e proteina do soro do leite na fase inicial de degradacéo. A menor perda de massa para
as esferas recobertas possivelmente ocorreu devido a sinérese do gel no processo de interacéo
eletrostatica, isto €, as particulas revestidas apresentaram menos agua adsorvida pois na
formacdo da camada superficial houve contracdo da matriz polimérica e, consequentemente,
liberacdo de adgua da estrutura (Etchepare et al., 2020).

O segundo estagio de degradacédo ocorreu aproximadamente entre 110°C e 370°C e a
perda de massa foi de cerca de 32 — 41% o que foi atribuido a decomposi¢do quimica dos
principais componentes, entre eles polissacarideos e proteinas. Em intervalo de temperatura
semelhante (150 a 350 °C) Luo et al. (2022) verificaram uma perda de massa de 26 a 28 % para
compositos de alginato-pectina- proteina do soro de leite. Segundo esses autores, a composi¢cdo
das particulas interfere diretamente em sua degradacdo ja que essa fase € marcada por uma

despolimerizacdo e descarboxilacdo das moléculas presentes na matriz polimérica.
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Figura 8 - Curvas de TGA para as microparticulas sem revestimento (SRp); revestidas com
concentrado proteico de soro de leite (WPC) e revestidas com quitosana (QUI).
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Fonte: Do autor (2024).

De acorco com Kulig et al. (2016) a estabilidade térmica de um material é determinada
pela etapa de maior perda de massa durante o processo de degradacdo, logo, 0s materiais mais
resistentes termicamente sdo aqueles que apresentam menor reducdo da massa e maior
temperatura inicial de decomposi¢do. Ao analisarmos 0 segundo estagio de degradacédo das
microparticulas detalhado na Tabela 6 notamos que as esferas SR, e WPC,, foram as mais
estaveis, uma vez que apresentaram as maiores temperaturas iniciais de decomposicéo e as
menores perdas de massa. Em contrapartida, a esfera revestida com quitosana foi a menos
estavel pois iniciou a degradacdo em uma temperatura inferior as demais e também exibiu uma
reducao maior de massa o que pode estar relacionado a sua estrutura mais porosa e menos densa
tornando-a mais suceptivel a decomposicdo. A relacdo entre porosidade e resisténcia térmica
também foi observada por Morais et al. (2023) para as esferas de ALG e MOPN de modo que
foi constatato que os hidrogéis menos estaveis termicamente foram os que apresentaram maior
numero de poros e uma estrutura mais fragil quimica e mecanicamente.

Finalmente, o terceiro estadgio de degradacdo foi por volta de 340 a 700 °C e esta
associado a degradacdo oxidativa de residuos de carbono e minerais. A perda de massa foi de
aproximadamente 25 % para SR, e WPC,, enquanto QUI, continuou degradando até atingir
uma massa residual de aproximadamente 1,5%. Kulig et al. (2016) observaram que no Gltimo
estagio de degradacdo complexos entre alginato e quitosana apresentaram uma perda de massa

de 22,21% e um residuo de 30,56%. A diferenca de valor entre tal estudo e o presente trabalho
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pode ser justificada pela temperatura final de degradacéo, j& que Kulig et al. (2016) finalizaram
a analise termogravimétrica em 300 °C. Vale ressaltar que a presenca de massa residual das
amostras pode ser atribuida ao fato de a analise ter sido conduzida em atmosfera de nitrogénio,
gerando uma decomposicdo incompleta do material, 0 que também foi relatado por Oliveira et
al. (2019).

Tabela 6 - Estabilidade térmica das microparticulas no segundo estagio de degradacéo.

Ti* Te PM (%)

Tratamentos (°C) (°C) (Ti-Te)
SRp 120 360 32
WPC, 135 370 35
QUI, 110 340 41

SRp: microparticula sem revestimento; WPC,: microparticula revestida com concentrado proteico de
soro de leite; QUI,: microparticula revestida com quitosana.

*T; temperatura inicial de decomposi¢do; Tg, temperatura final de decomposicao; PM, % de perda de
massa na faixa de decomposicao.

3.8 Viabilidade dos microrganismos em condicgao gastrointestinal simulada

A técnica e os materiais utilizados para encapsulacdo de probidticos devem ser
adequados para que as bactérias aprisionadas permanecam viaveis durante a passagem pelo
trato gastrointestinal, podendo colonizar o intestino e oferecer beneficios a salde do
consumidor (Rodrigues et al., 2022). Para avaliar a eficiéncia das microparticulas SRy, WPCy,
e QUI, na protecdo de L. acidophilus, as esferas e células livres foram submetidas a condicéo
gastrointestinal simulada, permanecendo 2 horas em meio gastrico e sequencialmente sendo
adicionados de suco intestinal simulado no qual permaneceram por mais 2 horas, totalizando 4
horas de ensaio. A taxa de sobrevivéncia dos probioticos nos sucos gastrico e intestinal
simulados pode ser observada na Tabela 7.

E possivel notar que a reducdo no nimero de células viaveis de L. acidophilus apés a
exposicdo ao SGJ e SIJ foi maior para as células livres que apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia de apenas 64,23% e 56,58%, respectivamente. Os resultados de taxa de
sobrevivéncia superiores para 0s probiéticos encapsulados indicam que o material foi capaz de
minimizar efetivamente os danos causados aos microrganismos pelos fluidos digestivos,

confirmando a eficiéncia desses biopolimeros na encapsulacdo de probidticos.
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Tabela 7 - Taxa de sobrevivéncia dos L. acidophilus encapsulados e livres em condicéo
gastrointestinal simulada.

Sobrevivéncia (%)

Tratamentos Astrico si : : :
Suco gaszgéc\)])smulado Suco intestinal simulado (S1J)
SRp 7851+151° 68,65 + 0,76 2
WPC, 78,17 +0,78° 67,45+ 1,16 °
QUI, 71,35+1,14° 63,27+ 0,19 "
Células livres 64,23 +1,79 ¢ 56,58 + 0,44 ¢

SRp: microparticula sem revestimento; WPC,: microparticula revestida com concentrado proteico
de soro de leite; QUI,: microparticula revestida com quitosana.

Meédias seguidas de mesmas letras mindsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

As maiores taxas de sobrevivéncia foram encontradas para a microparticula SR com
contagem de células viaveis de 78,51% para 0 meio gastrico e sobrevivéncia de 68,65% de
microrganismo ao final de todo o processo digestivo simulado. Esse valor se assemelha ao
encontrado por Nami et al. (2020) em microesferas de alginato e goma persa para encapsulacao
de L. lactis. Os autores observaram que apos a digestao simulada a contagem de células reduziu
de 9,98 Log UFC.g™* para 6,10 Log de UFC.g™, representando uma taxa de sobrevivéncia de
aproximadamente 61% ao empregar a goma persa. Alem disso, registraram que as esferas
formadas somente com alginato permitiram a sobrevivéncia de apenas 40% dos
microrganismos, indicando boa atuacdo da goma na prote¢édo dos probioticos. Rodrigues et al.
(2022) tambeém avaliaram a sobrevivéncia de microrganismos encapsulados combinando
alginato com diferentes gomas e mucilagens e observaram que ao final do processo digestivo a
sobrevivéncia de L. reuteri foi 31,84% para células livres, 54,8% para hidrogéis de alginato e
72-76,6% para esferas de alginato associadas a mucilagem de psylium, mucilagem de mutamba,
goma de tamarindo e goma konjac. Segundo tais pesquisadores, a maior sobrevivéncia das
células com a utilizagdo de gomas/mucilagens pode estar associada a capacidade desses
hidrocoloides melhorarem as propriedades das particulas, como a resisténcia a degradacdo em
pH &cido estomacal e resisténcia a hidrélise enzimatica nas condi¢des intestinais simuladas,
com possiveis efeitos sinérgicos entre as bactérias aprisionadas e 0 material encapsulante.

Uma outra justificativa foi usada por Mu et al. (2018) para explicar a maior taxa de
sobrevivéncia de L. acidophilus em hidrogéis de alginato e goma konjac. De acordo com esse
estudo, a goma konjac melhorou a estabilidade das particulas e a sobrevivéncia da bactéria,

principalmente por aumentar a estanqueidade do material de parede e por realizar atividade
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prebidtica, garantindo aos microrganismos protecdo na fase gastrica e liberacdo progressiva sob
sucos entericos.

Apesar de ndo haver relatatos do emprego da mucilagem de ora-pro-nobis para
encapsulacdo de probidticos, acredita-se que a maior sobrevivéncia de L. acidophilus em esferas
de ALG e MOPN se deve ao fato desse hidrocoiloide atuar juntamente com o alginato na
formagdo dos hidrogéis, permitindo a sintese de particulas com estrutura e porosidade
necessaria para resistir ao suco gastrico simulado e serem desintegradas progressivamente em
meio intestinal simulado de forma que os probio6ticos possam colonizar o intestino grosso
(Morais et al., 2023). Além disso, as folhas da ora-pro-nobis séo ricas em fibras apresentando
um contetdo de 2,4 — 5,2% (m/m) de fibras solGveis e de 19,2 — 33,9% (m/m) de fibras
insoltveis (Nogueira Silva et al., 2023), o que pode contribuir para uma acdo prebidtica da
MOPN, favorecendo a viabilidade de L. acidophilus no trato intestinal.

A microparticula WPC, também apresentou valores elevados para a taxa de
sobrevivéncia de L. acidophilus, sendo estatisticamente igual (p<0,05) a esfera SR, para ambos
0s meios empregados. Verificou-se que apds a exposi¢cao ao meio gastrico simulado a contagem
de células viaveis foi de 78,17% e ao final do processo digestivo 67,45% dos microrganismos
haviam sobrevivido. Esses valores sdo proximos aos encontrados por Ghassi et al. (2009) para
encapsulacdo de L. plantarum em particulas de alginato revestidas com proteina do soro de
leite. Tais autores notaram que apds a passagem pelo meio gastrico simulado as esferas de
alginato e proteina permitiram a sobrevivéncia de 57-77% de microrganismos e apos a
passagem pelo meio intestinal cerca 30% das probidticos eram viaveis, o que foi considerado
satisfatério, uma vez que as células livres foram completamente eliminadas ainda na fase
gastrica da digestdo. Etchepare et al. (2020) também produziram microparticulas probioticas
com alginato e WPC e verificaram que a aplicacdo de uma camada superficial de proteina foi
benéfica para a sobrevivéncia de L. acidophilus, que no estado livre apresentou uma contagem
de 4,79 Log UFC.g* (38%) e em particulas de ALG-WPC o nimero foi de 9,19 Log UFC.g*
(77,35%) apos digestdo simulada. Em suma, a eficiéncia da proteina do soro de leite na protecao
dos probidticos possivelmente esta atrelada a abundancia de residuos de aminoacidos em sua
estrutura que permite a formacao de complexos polieletdlitos a partir de interacdes eletrostaticas
formando complexos mais resistentes as enzimas digestivas e as condicdes inospitas do suco
gastrico. Além disso, seu efeito tamponante e sua resisténcia a ambientes acidos também
proporcionam maior viabilidade aos microrganismos (Kruni¢; Obradovi¢; Rakin, 2019; Luo et
al., 2022).
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Quanto a microparticula revestida com quitosana, observa-se que QUI,também conferiu
protecdo aos probidticos, sendo registrada uma taxa de sobrevivéncia de 63,27% no final da
digestdo contra apenas 56,58% para as células livres. Diversos autores tambeém verificaram que
0 uso de quitosana em microparticulas probidticas possibilita uma maior viabilidade de
microrganismos quando submetidos a digestdo in vitro (Lin et al., 2024). Phuong Ta et al.
(2021) notaram que microesferas de alginato e quitosana permitiram uma viabilidade de 3,68
Log UFC.mLno final da digestdo gastrica enquanto as células livres de L. platarum perderam
viabilidade nos primeiros 60 minutos de ensaio digestivo. Vaziri; Alemzadeh; Vossoughi
(2018) também verificaram que apos a imersao de hidrogéis de alginato e quitosana em meio
gastrointestinal simulado a reducéo de L. platarum foi de 1,78 Log UFC.mL™, ao passo que a
reducdo foi de 4,70 Log UFC.mL™ para microrganismos livres.

Ao compararmos a taxa de sobrevivéncia probidtica para as trés microparticulas
observamos que QUI, obteve resultados inferiores as demais, 0 que pode ser justificado pela
maior porosidade dessas esferas, conforme foi relatado na analise de microscopia. Poros
maiores facilitam a interacdo entre 0s microrganismos e 0 suco gastrointestinal, que por
apresentar pHs extremos (~2,0) e enzimas digestivas, provocam maior perda de viabilidade
celular. Além disso, sabe-se que a quitosana é um biopolimero com propriedade antimicrobiana,

0 que tambem pode prejudicar a atividade das cepas probioticas (Lin et al., 2024) .

3.9  Viabilidade dos probidticos durante o armazenamento do sorvete

Para avaliar a eficiéncia de protecdo das microparticulas, L. acidophilus livres e
encapsulados foram adicionados em sorvetes e monitorados durante 60 dias de armazenamento
a -20 °C. Os resultados para a viabilidade dos probiodticos ao longo do tempo podem ser
observados na Tabela 8.

Inicialmente, observa-se que na data de producéo dos sorvetes (0 dias) houve uma ligeira
reducdo no numero de L. acidophilus viaveis, com maior intensidade para as células livres e
encapsuladas em QUI,. Esse fendmeno indica que o processo de congelamento reduziu a
viabilidade dos probioticos o que esta associado ao estresse mecanico nas estruturas celulares
durante a cristalizacdo; a exposicdo longa a baixas temperaturas que reduz a atividade celular;
e ao alto teor de oxigénio dissolvido no sorvete que é uma desvantagem para a sobrevivéncia
dessas bactérias lacticas (Tyutkov et al., 2022). Tal comportamento também foi observado por
Farias et al. (2019) em sorvetes adicionados de L. casei e L. rhamnosus livres e encapsulados

com matriz de alginato e quitosana.
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Tabela 8 - Taxa de sobrevivéncia dos L. acidophilus nos sorvetes.

Viabilidade (%)

Trat
ra 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias Recrist.

SRp 99,69 £0,12** 83,74+ 151" 80,25+0,78" 77,29 +0,20% 71,23 +0,27°% 93,32 + 2,054
WPC, 97,90+0,40%* 82,44 +0,39PA 79,11 0,79 77,26 + 0,52 72,49 + 0,929 92,47 + 0,098
QUIp, 9195+165% 7675+1,70"® 7504+0,77°8 71,48 +0,24°® 6548 +1,38% 90,12 + 0,128
Livres 91,99 +1,33® 74,62 +1,10°C 73,33 +2,14"8B 7216 +0,19®® 67,51 + 1,13 86,98 + 0,62°

SRp: microparticula sem revestimento; WPC,: microparticula revestida com concentrado proteico de soro de leite; QUI,:
microparticula revestida com quitosana.

Recrist.: viabilidade dos microrganismos ap6s o teste de recristalizagao.

Meédias seguidas de mesmas letras minUsculas na linha e mesmas letras maiusculas na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Na Tabela 8 verifica-se que houve uma reducdo significativa (p<0,05) na taxa de
sobrevivéncia dos probioticos durante o armazenamento, sendo registrada uma perda de
aproximadamente 25% entre os tempos 0 e 60 dias para todos os tratamentos. A contagem
inicial de L. acidophilus foi de 8,52 — 9,05 Log UFC.g! e apds os 60 dias diminuiu para 6,16 -
6,61 Log UFC.g%, como pode ser observado na Figura 8. A mesma tendéncia descrescente foi
constatada por Afzaal et al., (2019b) para sorvetes adicionados de L. casei livres e encapsulados
com alginato e com WPC. Apos 80 dias os autores registraram contagem 6,41 Log UFC.mL™?,
8,59 Log UFC.mL e 8,39 Log UFC.mL para os sorvetes contendo células livres, encapsuladas
com alginato e encapsuladas com WPC. Sengsaengthong; Oonsivilai, (2019) também
observaram a diminuicdo da contagem de Lactobacillus sp. livres e microencapsulados em
sorvetes armazenados por 180 dias. Ao final desse periodo, a taxa de sobrevivéncia obtida por
esses pesquisadores foi de 72% e 93% para células livres e encapsuladas, respectivamente. A
diferenca dos valores registrados entre esses estudos e o presente trabalho pode ser justificada
pela variedade de cepa probidtica utilizada nas pesquisas, que possivelmente apresentam
resisténcias fisicas distintas (Farias et al., 2019).

A perda de viabilidade dos probidticos em sorvetes esta relacionada com as operacfes
de producéo e conservacgdo desse alimento. Segundo Tyutkov et al. (2022) durante o processo
de congelamento e armazenamento de sorvetes, a célula probidtica fica exposta a diversos
fatores destrutivos, sendo os mais significativos o estresse térmico, a formacéo e crescimento
de cristais de gelo, a pressdo osmdtica e o extresse oxidativo. Cada um desses pontos causa
danos mecanicos e/ou fisico-quimicos na estrura da parede celular e o efeito sinérgico desses
fatores contribuem para a reducgéo expressiva de viabilidade dos microrganismos ao longo do

tempo, o que explica os resultados obtidos neste estudo.



82

A partir da Tabela 8 é possivel perceber que dentro de um mesmo intervalo de tempo
houve diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05). No geral, as esferas SR, e WPC,
foram estatisticamente iguais e apresentaram as maiores contagens de células vidveis para todos
os tempos avaliados, 0 que estd de acordo com os resultados encontrados nas analises de
caracterizacdo e teste digestivo das microparticulas. Acredita-se que a maior protecdo conferida
por esses hidrogéis deve-se principalmente ao fato de serem menos porosos e com maiores
didmetros. De acordo com Nezamdoost-Sani et al. (2024) esferas maiores e menos porosas
permitem elevada protecdo do principio ativo devido a reducdo de contato com o0 meio externo
e a diminuicdo da area de superficie exposta ao oxigénio, o que fornece uma boa barreira contra
condicOes adversas. Vale ressaltar, que L. acidophilus sdo bactérias microaerdéfilas e, portanto,
quando sdo expostos a um alto teor de oxigénio, como observado em sorvetes, ocorre uma
reducdo na viabilidade probiotica (Reale et al., 2015).

A porosidade e o tamanho da particula também podem explicar o0 motivo do hidrogel
QUII, apresentar taxas de sobrevivéncia mais baixas quando comparado as demais particulas.
Observa-se na Tabela 8 que nos tempos 0, 30 e 45 dias a viabilidade dos L. acidophilus
encapsulados em QUIp foi estatisticamente igual a sobrevivéncia das células livres, indicando
que tal microparticula ndo foi capaz de proteger significativamente os probioticos nesses
tempos. Ademais, no final do armazenamento (60 dias) a quantidade de probioticos vivos foi
ligeiramente inferior em QUI, comparado as celulas livres. Esse comportamento também pode
estar relacionado com a menor resisténcia térmica dos hidrogéis revestidos com quitosana,
como foi verificado na analise termogravimérica, e principalmente, se deve a acéo
antimicrobiana desse polissacarideo (Lin et al., 2024). Segundo Xie et al. (2023) a quitosana
pode inibir o crescimento de microrganimos, incluindo as bactérias do cido lactico, logo, sua
utilizacdo como material transportador de probioticos pode ser desvantajosa, dependendo da
cepa empregada.

Com base nos resultados pode-se notar que as microparticulas SR, e WPC, foram
eficientes na protecdo dos L. acidophilus durante a producéo e armazenamento de sorvete, uma
vez que a reducdo da viabilidade probidtica foi significativamente superior para as células
livres. Autores como Damodharan et al. (2017), Afzaal et al. (2019b) e Zaeim et al. (2020)
também comprovaram a eficacia da encapsulacdo para garantir a sobrevivéncia de cepas
probidticas em sorvetes, empregando como materiais encapsulantes alginato-goma alfarroba,
alginato e WPC e alginato-quitosana.

Além disso, observa-se na Figura 9 que a contagem dé células viaveis para 0s

tratamentos SR, e WPC, ao fim de 45 dias de armazenamento foi superior 7 Log UFC.g%, o
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que possibilita que o sorvete produzido e armazenado durante 45 dias seja considerado um
alimento funcional. Segundo a Instrugdo Normativa N° 76 de 2020 (ANVISA) para que um
alimento seja considerado probidtico é necessario a presenca de células na concentragio de 108
e 10'! UFC.g? (Brasil, 2020). Todavia, a Organizacdo Mundial da Salde estabelece que a
viabilidade de probidticos deve permanecer acima de 10" UFC.g* até o fim da vida util do
produto para que, posteriormente, o0 microrganismo confira beneficios a satde do consumidor
(FAO/WHO, 2002). Sendo assim, o sorvete adicionado de microparticula QUI, deixou de ser
considerado alimento funcional em torno de 35 dias de armazenamento, enquanto o0 sorvete
com células livres no 15° dia ja ndo poderia ser denominado sorvete probi6tico. Tais resultados
confirmam que as particulas produzidas com alginato, mucilagem de ora-pro-nobis,
concentrado proteico de soro de leite e quitosana foram capazes de proteger os L. acidophilus

durante o armazenamento dos sorvetes.

Figura 9 - Viabilidade ao longo do armazenamento de L. acidophilus adicionados no sorvete
na forma livre (LIVRES), em microparticulas sem revestimento SRy, revestidas
com concentrado proteico de soro de leite WPC,, e revestidas com quitosana

QUI,.
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Fonte: Do autor (2024).

A eficécia das esferas na preservacdo dos microrganismos também pode ser observada

a partir da microscopia de fluorescéncia realizada nos tempos 0 e 60 dias (Figura 10).
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Figura 10 - Micrografia de fluorescéncia dos sorvetes adicionados das microparticulas (a) SRy
— 0 dias; (b) SRy— 60 dias; (c)WPC, — 0 dias; (d)WPC, — 60 dias; (e) QUI, -0
dias; (f) QUI, — 60 dias; (g) Células livres — 0 dias; (h) Células livres — 60 dias;

Ampliacéo de 100 x.

Fonte: Do autor (2024).
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Observou-se na Figura 10 que no tempo inicial de armazenamento as amostras eram
compostas majoritariamente por células vivas, retratadas por bastonetes florescentes na cor
verde. Em contrapartida, verifica-se que em 60 dias grande parte dos microrganismos
apresentavam coloragdo vermelha, indicando a reducdo da viabilidade celular. Também é
possivel notar maior sobrevivéncia para os tratamentos SR, e WPCp, uma vez que ainda
apresentavam células vivas no 60° dia, diferentemente dos sorvetes com particulas QUI, e com
células livres que ao final do armazenamento exibiam, sobretudo células mortas. Logo, é
possivel concluir que as imagens obtidas pela técnica de microscopia de fluorescéncia
confirmam visualmente os resultados encontrados a partir do plaqueamento dos sorvetes
probidticos e atestam a maior eficiéncia das microparticulas SR, e WPC, na protegdo de L.
acidophilus.

3.10 Viabilidade dos probidticos em condicgdes de recristalizacéo

Durante o armazenamento de gelados comestiveis € comum a ocorréncia de flutuacoes
de temperatura que geram o redimensionamento e a redistribuicéo dos cristais de gelo, podendo
causar danos adicionais a estrutura do alimento e a membrana fosfolipidica de células vivas
(Zhu; Zhou; Sun, 2019). Para avaliar o efeito da recristalizacéo na viabilidade de L. acidophilus,
0s sorvetes adicionados de microrganismos livres e encapsulados foram submetidos a
flutuacGes de temperatura durante 5 dias e os resultados estdo dispostos na Tabela 8.

E possivel observar que a recristalizagio afetou de forma significativa a viabilidade dos
probidticos, com efeito mais pronunciado para as células livres que apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia de 86,98% enquanto a viabilidade dos microrganismos microencapsulados foi
igual ou superior a 90,12%.

Segundo Zeashan et al. (2020), o aumento dos cristais de gelo decorrente das flutuacbes
de temperatura afeta a viabilidade dos probidticos em sorvete, pois 0s cristais grandes e
distribuidos de forma desigual podem causar irreversivelmente rupturas e danos mecéanicos na
parede celular, gerando extravasamento do conteddo interno e a morte dos microrganismos.
Além disso, Abghari; Sheikh-Zeinoddin; Soleimanian-zad, (2011) afirmam que as células ja
danificadas durante o congelamento devido ao estresse térmico e a cristalizacdo morrem
gradualmente no armazenamento do sorvete devido a recristalizacdo do gelo.

Diante do exposto, é notavel que as microparticulas sintetizadas neste trabalho foram
eficazes na protecdo dos L. acidophilus durante a recristalizagdo, o que se da pelo fato das

esferas formarem uma camada ao redor dos microrganismos evitando os danos mecanicos
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causados pelos grandes cristais de gelo. Ademais, observa-se que entre os tratamentos, a
particula QUI, foi a que forneceu menor protecdo aos microrganismos o que pode ser atrelado
aos seus grandes poros que facilitam o contato dos cristais de gelo com os microrganismos e
por consequéncia, contribuem para a lise celular (Zeashan et al., 2020).

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem especificamente o dano
da recristalizacdo de gelo na viabilidade de probioticos adicionados em sorvete na forma livre
e encapsulado. Todavia, é possivel inferir o efeito da recristalizagdo ao longo do
armazenamento de sorvetes probiéticos, ja que, esse fendmeno ocorre naturalmente em
alimentos congelados. Estudos como o de Afzaal et al. (2019b) e Afzaal et al. (2020)
observaram que a viabilidade de L. casei e L. acidophilus ao longo 80 dias de armazenamento
de sorvete foi maior para células encapsuladas do que para células livres. No primeiro caso, a
taxa de sobrevivéncia para células livres, encapsuladas com alginato ou com WPC foi de 67%
(6,41 Log UFC.mL?), 93% (8,59 Log UFC.mL?') e 88% (8,39 Log UFC.mL™),
respectivamente (Afzaal et al., 2019b). Ja na segunda pesquisa, a viabilidade dos probidticos
foi de 61% (6,12 Log UFC.mL™) para células livres, 88% (8,74 Log UFC.mL™) para células
encapsuladas com alginato e 84% (8,39 Log UFC.mL™) para microrganismos encapsulados
com carragenina (Afzaal et al., 2020). Zaeim et al., (2020) também verificou que ao final de 90
dias de armazenamento sorvetes com L. plantarum livres exibiram uma viabilidade de 81%
(6,63 Log UFC.g1) enquanto células encapsuladas com alginato, quitosana e inulina
sobreviveram com uma taxa de 90% (7,37 Log UFC.g™?). Por fim, Maleki et al. (2023) registou
que células encapsuladas com proteina do soro de leite, biocelulose e inulina tiveram uma
viabilidade de 94% (6,68 Log UFC.g%), ja os L. rhamnosus livres apresentam viabilidade de
86% (6,11 Log UFC.g) em sorvetes armazenados por 50 dias. Os trabalhos citados evidénciam
gue as microparticulas sdo capazes de proteger os probioticos ao longo do armazenamento e,
portanto, durante o processo de recristalizacdo, corroborando com os resultados encontrados no

presente estudo.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados nota-se que L. acidophilus ATCC 4356 foi encapsulado com
sucesso nas microparticulas sintetizadas com alginato e mucilagem de ora-pro-nobis revestidas
com concentrado proteico de soro de leite ou quitosana. A eficiéncia de encapsulacao variou de

77,89% a 96,86% para as esferas sem revestimento (SRy), de 77,06% a 98,40% para particulas
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revestidas com concentrado proteico de soro de leite (WPCy) e por fim, de 74,73% a 99,56%
para 0s tratamentos revestidos com quitosana (QUI,).

As concentragOes otimizadas de cada biopolimero foram de 0,6 %(m/m) para MOPN,
0,9% (m/m) para ALG, 5,25% (m/m) para WPC e 1,2%(m/m) para QUI. A anélise de potencial
zeta verificou a carga elétrica liquida negativa para a solucao de alginato e mucilagem, e validou
a carga elétrica liquida positiva para as solugdes de WPC e QUI, indicando a capacidade das
solucdes interagiram eletrostaticamente para formacédo de particulas revestidas. O revestimento
das esferas também foi confirmado por meio de alteracfes nos espectros de FTIR dos hidrogéis
e dos biopolimeros puros.

As particulas sintetizadas apresentaram formato esférico e didmetros médios de Sauter
(D32) que variaram de 172,50 a 272,25 um. Uma alta porosidade ¢ um menor diametro foram
observados para os hidrogéis QUI, que também exibiram menor resisténcia térmica. Essas
caracteristicas associadas a capacidade antimicrobiana da quitosana contribuiram para que 0s
probidticos encapsulados em QUIp, quando comparados com SR, e WPC,, apresentassem
menor taxa de sobrevivéncia em condicdo gastrointestinal simulada e menor viabiliadade
durante a producéo e armazenamento de sorvete.

Finalmente, verificou-se que os sorvetes adicionados de microparticulas SR, e WPC,
apresentaram contagem de células viaveis superiores a 7 Log UFC.g?, durante 45 dias de
armazenamento, podendo ser considerados alimentos funcionais nesse periodo. Para o0s sorvetes
produzidos com QUI, e células livres a alegacdo de alimento probiotico s6 pode ser usada
durante 35 dias e 15 dias respectivamente.

Diante do exposto, conclui-se que as microparticulas sintetizadas com alginato,
mucilagem de ora-pro-nobis, concentrado proteico de soro de leite ou quitosana foram
eficientes na encapsulacdo e na protecdo de Lactobacillus acidophillus ATCC 4356 frente a
condicdes adversas. Ademais, os resultados confirmam o grande potencial da mucilagem de
ora-pro-nobis como material de suporte para encapsulacdo de compostos bioldgicos e/ou

quimicos, encontrando diversas aplicac6es no setor alimenticio.
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TERCEIRA PARTE

CONSIDERACOES FINAIS

No ambito da encapsulacdo, observa-se uma crescente busca por novos biopolimeros,
como hidrocoloides, que apresentem caracteristicas fisico-quimicas e estruturais desejaveis
para produzir particulas resistentes que protejam os principios ativos e permitam sua liberacdo
quando necessario. Neste contexto, cactaceas, como o ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller),
revelam-se como fontes de hidrocoloides com potencial aplicacdo para encapsular substancias
devido sua composicdo rica em polissacarideos e proteinas. A mucilagem extraida das folhas
de ora-pro-nobis (MOPN) contém um alto teor de biopolimero arabnogalactana, é atdxica,
biocompativel e possui a capacidade de interagir com agua e outros materiais polimericos para
formar geis, emulsdes, entre outros.

Nos ultimos anos, o potencial tecnolégico da MOPN vem sendo explorado. Todavia,
ainda nao havia sido registrado o emprego dessa mucilagem para encapsulacdo de probidticos.
Portanto, o presente trabalho mostrou-se promissor no intuito de explorar novas vertentes da
MOPN, associando tal hidrocoloide a outros biopolimeros para a encapsulacdo de
microrganismos probidticos e para a producdo de um sorvete funcional.

Os resultados deste estudo mostraram que L. acidophilus ATCC 4356 foi encapsulado
com sucesso nas microparticulas sintetizadas com alginato e mucilagem de ora-pro-nobis
revestidas com concentrado proteico de soro de leite ou quitosana, com eficiéncia de
encapsulacdo superior a 74,73%. As concentracGes otimizadas de cada biopolimero foram de
0,6 %(m/m) para mucilagem de ora-pro-nobis, 0,9% (m/m) para alginato de sodio, 5,25% (m/m)
para concentrado proteico de soro de leite e 1,2%(m/m) para quitosana. Os microrganismos
encapsulados em microparticulas sem revestimentos e revestidas com concentrado proteico de
soro de leite apresentaram maior taxa de sobrevivéncia em condicdo gastrointestinal simulada
e maior viabiliadade durante a producdo e armazenamento de sorvete, possibilitando que o
mesmo fosse considerado um alimento funcional durante 45 dias de armazenamento, com
contagem de células viaveis superior a 7 Log UFC.g™.

Os resultados encontrados confirmam o grande potencial da MOPN como material de
suporte para encapsulacdo de compostos bioldgicos e/ou quimicos, encontrando diversas
aplicacdes no setor alimenticio. Além disso, a partir do presente estudo outras pesquisas podem
ser deselvolvidas a fim de explorar tal hidrocoloide aplicando novas técnicas de encapsulacéo,

novos principios ativos e novas combinacgBes de materiais poliméricos.



