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APRESENTACAO

Agestao, qualidade e seguranga de alimentos sao assuntos que estao intimamente
ligados a toda cadeia produtiva dos alimentos. Abusca por alimentos seguros por parte
dos consumidores faz com que a industria alimenticia utilize e aplique ferramentas e
programas de qualidade constantemente.

O e-book Gestao, Qualidade e Seguranca em Alimentagao vol. 2 traz 11 artigos
cientificos que abordam temas desde o desperdicio de alimentos, processo de mudanca
da alimentagdo infantil, qualidade microbiolégica de matérias primas e da &agua
utilizada na manipulacéo de alimentos, qualidade fisico-quimica e a conformidade da
rotulagem geral de alimentos, além de novas tecnologias como a microencapsulacao
de microrganismos probibticos para aplicacdo em matrizes alimenticias.

Diante da leitura dos artigos que compdem esse e-book o leitor conseguira
integrar Gestao, Qualidade e Seguranca em Alimentacdo, além de atualizar-se com
temas de suma importéancia.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan
Vanessa Bordin Viera
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CAPITULO 2

MICROENCAPSULACAO E AVALIA(;AO DA
VIABILIDADE DE MICRORGANISMOS PROBIOTICOS
UTILIZANDO UM AGENTE PROTETOR

Data de aceite: 11/12/2019

Maximiliano Segundo Escalona Jiménez
Engenheiro Agroindustrial, Mestre e Doutorando
em Ciéncia e Tecnologia em Alimentos pela
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM.

Bruna Lago Tagliapietra

Nutricionista, Mestranda em Ciéncia e Tecnologia
em Alimentos pela Universidade Federal de Santa
Maria — UFSM.

Neila Silvia Pereira dos Santos Richards
Engenheira de Alimentos, Mestre e Doutora
em Tecnologia em Alimentos e Pés-Doutora
em Engenharia de Alimentos. Professora na

Universidade Federal de Santa Maria — UFSM.

RESUMO: A  microencapsulacdo  tem
demonstrado ser uma técnica eficiente na
protecdo de microrganismos probidticos para
aplicacdo em matrizes alimenticias. Porém,
mesmo protegidos pelas barreiras dos materiais
encapsulantes, os microrganismos podem sofrer
reducéo da sua viabilidade. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia do leite integral
como agente protetor na microencapsulacéo
de microrganismos probidticos e analisar a
sobrevivéncia as condigcdes de refrigeracao,
congelamento e liofilizagdo. A contagem da
populacéo de bactérias probibdticas expostas a
temperaturas de refrigeracdo nos tratamentos
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adicionados de leite integral foi 1,07x109,
contagem superior ao encontrado no tratamento
com adicdo somente de alginato de soédio.
Esses
os tratamentos submetidos ao congelamento

resultados foram semelhantes para

e a liofilizagcdo. A exposicado a temperaturas
baixas reduz a viabilidade dos microrganismos
microencapsulados, sendo que a adicdo do
leite integral promoveu protecéo e preservou a
viabilidade dos microrganismos probi6ticos em
todas as condi¢cdes testadas.
PALAVRAS-CHAVE: Geleificagao
congelamento, refrigeragao, liofilizacéo

ibnica,

INTRODUCAO

A producéo de alimentos com alto valor
agregado se apresenta como um novo desafio
que visa atender a um publico que prioriza uma
alimentacdo cada vez mais saudavel e rica em
nutrientes (Silva & Orlandelli, 2019). Com a
pretensdo de atender a esses consumidores,
a industria de alimentos passou a agregar
ingredientes funcionais para a elaboracéo de
novos produtos alimenticios.

O estudo dos alimentos denominados
funcionais e de seus componentes tornou-se
intensonosultimosanos. Osalimentosfuncionais
tém como foco a promocéo da saude humana,
apresentam uma importancia fundamental na
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melhora da qualidade de vida e na reducé&o dos riscos para o desenvolvimento de
doencas crbnicas ndo transmissiveis, ndo podendo ser considerado um medicamento
que propde a cura de uma doenca, mas que possa auxiliar no tratamento dela (Hazal
& Otles, 2014; Tirapegui, 2013). Dentre os alimentos funcionais, os probidticos se
destacam como uma oportunidade para inovacao de produtos, a fim de atender a
demanda de mercado ja existente.

Os probidticos séo definidos como microrganismos vivos, que administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2002). Quando consumidos em quantidades adequadas podem prevenir a diarréia,
tratar o Helicobacter pylori, melhorar as infeccbes do trato respiratério, reduzir o
colesterol e melhorar os niveis de tolerancia da lactose. Os dois géneros mais
populares que normalmente sdo adicionados aos alimentos e produtos alimenticios
sdo as bactérias bifidas e os lactobacilos, sendo as bactérias deste ultimo género
mais tolerantes as condig¢des acidas. As bactérias bifidas sdo muito mais sensiveis ao
oxigénio e a temperatura ambiente (Pitigraisorn et al., 2017).

Para que os probiéticos tenham um efeito benéfico no intestino, a concentragcéao
recomendada € de aproximadamente de 108-1010 unidades formadoras de colénia/
dia (UFC/dia), o que corresponde a aproximadamente 106-108 UFC/g no produto no
momento do consumo (FAO/WHO, 2002; Albadran et al., 2015; Peredo et al., 2016).
Para garantir os efeitos benéficos, como a prevencéo de doencas gastrointestinais, os
probiodticos adicionados a matrizes alimenticias devem chegar vivos ao local de acéo
(Moore et al., 2015; Shori, 2017).

Aviabilidade de bactérias probibticas € considerada uma caracteristicaimportante
na condicdo de propriedades de saude. Porém, devido a alta fragilidade destes em
sobreviver as condi¢des de pH extremos, como a do trato gastrointestinal (TGl), assim
como a concorréncia com outros microrganismos presente no meio, € inviavel adiciona-
los na forma livre em algumas matrizes alimenticias, sendo necessario a aplicagéo de
tecnologias que possam proteger os microrganismos (Kushal et al., 2006; Martin et al.,
2015). Nesse contexto, 0 microencapsulamento surge como uma alternativa para a
protecao destes microrganismos benéficos aos seres humanos (Verruck et al., 2018b).

A microencapsulacdo € uma alternativa com resultados satisfatorios quanto a
manutencao da viabilidade dos probi6ticos, onde consiste em realizar o isolamento
do microrganismo através de uma barreira artificial, formando uma protecéo adicional
contra as condicdes que poderiam prejudicar seu desenvolvimento e manutencéo
em condicOoes de conservagao. A microencapsulacdo protege os microrganismos
probibticos durante a passagem pelas condi¢cdes 4cidas do estdbmago e do trato
gastrointestinal (Moore et al., 2015). A técnica é fundamentada na formacdo de
pequenas “embalagens” chamadas microcapsulas, microesferas ou microparticulas
(Comunian & Favaro-Trindade, 2016). A microcapsula consiste em uma camada de
um agente encapsulante, geralmente um material polimérico que atua como um filme
protetor, isolando a substancia ativa (goticulas liquidas, particulas solidas ou material
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gasoso) e evitando o efeito de sua exposicéo inadequada (Vaniski, 2017). A tecnologia
de microencapsulagédo permite encapsular diversas substancias, como pigmentos,
compostos de sabor, nutrientes, enzimas, conservantes, acidulante e microrganismos
(Vivek, 2013).

A microencapsulagao permite a producao de particulas com diametros que vao
de alguns nanémetros a alguns milimetros, proporcionando protecao e liberacéo
controlada do material encapsulado de acordo com a matriz utilizada. A morfologia,
o tamanho e a estrutura das microcapsulas dependem dos materiais utilizados como
0s agentes encapsulantes e o método de encapsulamento empregado (Prasanna &
Charalampopoulos, 2018).

Outro fator limitante para a manutengao viavel dos microrganismos probi6ticos
sdo as condi¢cdes de temperaturas em que sdo expostos, como a refrigeracéo, o
congelamento e a liofilizagdo. Muitas destas praticas podem ser inconvenientes, sendo
necessaria a incorporacéo de elementos de protecdo antes da encapsulagdo, com a
finalidade de prolongar a protecao e, consequentemente manter viavel a populacao
dos microrganismos (Vaniski, 2017).

A microencapsulacdo retarda ou impede a rapida degradacdo e inativagao,
desacelerando ou evitando processos de degradacdo até que o produto seja
direcionado para o local desejado (Eratte et al., 2015).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a incorporacao de
leite integral em p6 como agente protetor na microencapsula¢gdo de microrganismos
probidticos e analisar a sobrevivéncia as condi¢bes de refrigeragéo, congelamento e
liofilizacao.

MATERIAIS E METODOS

Preparo dos indculos probioéticos

O preparo do inéculo foi realizado seguindo a metodologia proposta por
Palazzolli (2017) com modificagdes. Cepas liofilizadas de Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium animalis subsp. lactis foram inicialmente reativadas em 10 mL de
caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharpe) contendo 0,1% de Tween 80, e incubadas por
18 horas. Apds o primeiro periodo de incubacéo, foram transferidas para um volume
de 90 mL do mesmo meio e incubadas por mais 18 horas em jarras de anaerobiose a
37 oC. Apés a segunda incubagéo, foram centrifugadas a 7.000 rpm por 5 minutos a
5 °C, e os pellets precipitados foram lavados duas vezes com cloreto de sodio 0,85%
para eliminagcédo do caldo sobrenadante (Martin et al., 2015).

Producao das microparticulas

Empregou-se a gelificacdo ibnica como método de microencapsulacéo, na
qual é utilizada uma solugcdo de alginato de sédio (1%) e cloreto de calcio (0,1 M)
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(Etchepare et al., 2016). Com intuito de avaliar a capacidade de protecéo do leite
integral, foram preparados dois tratamentos, o primeiro constituido de 1% de células
de microrganismos previamente ativadas e adicionadas diretamente na solucao
de alginato de sbdio, e, o segundo tratamento onde 1% (m/v) dos microrganismos
probiéticos foram diluidos numa solugao 12% (m/v) de leite integral em pé esterilizada,
sendo, posteriormente, misturados com uma solucdo de alginato de sodio (1:4). A
seguir foram injetados na solucdo de cloreto de calcio através de uma seringa de 10
mL de capacidade. A agita¢ao foi mantida por 30 minutos apds o término do processo.
As particulas formadas foram lavadas com agua destilada esterilizada para remover o
excedente do cloreto de calcio. O fluxograma de elaboracéo das capsulas esta descrito
na Figura 1.

Armazenagem das microparticulas em diferentes condicoes

Cadatratamentofoisubdivididoemtrésaliquotas. As microparticulasencapsuladas
foram depositadas em recipientes plasticos com tampa, previamente esterilizados.
Apo0s, cada aliquota foi submetida aos diferentes métodos de conservagao. As aliquotas
das microcapsulas produzidas foram armazenadas nas seguintes condi¢cdes: condi¢do
1: refrigeracdo a 5 °C por 24 horas; condi¢do 2: congeladas a -18 °C por 24 horas e
condicao 3: congeladas (-18 °C por 24 horas) e liofilizadas.

Enumeracao de microrganismos

Para contagem dos microrganismos, um grama de capsulas foi diluido em 9
mL de tampéao fosfato (pH 7,2), agitando-se continuamente até romper a estrutura da
capsula. Foram realizadas diluicbes seriadas em agua peptonada (0,1%). Um mL da
diluicdo foi plagueada em agar MRS (de Man, Rogosa e Sharpe) contendo 0,1% de
Tween e incubadas em jarras de anaerobiose por 72 horas a 37 °C.
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Figura 1 — Fluxograma de producgéo das capsulas pela técnica de geleificacdo ibnica.

Fonte: Os autores

RESULTADOS E DISCUSSAO

A microencapsulacéo por geleificacéo idnica € descrita como um método de facil
aplicabilidade, relativamente mais econémico e eficiente em compara¢cdo com outras
formas de encapsulacéo (Verruck et al., 2018a). Para o método de geleificagao idnica
s&o conhecidos os efeitos tanto dos diferentes processos de microencapsulagéo, assim
como de exposicéo a diferentes condicbes extremas de pH, temperaturas, sendo o
alginato um dos principais polimeros utilizados (Paula et al., 2010).

Aformacéo de capsulas de alginato ocorre por interacdo ibnica entre as carboxilas
do polissacarideo e cations divalentes, como o célcio, que se encaixa nas cavidades
eletronegativas levando a produc¢do de uma estrutura na forma de rede, sendo que
esta interacdo resulta na formag¢ao de um hidrogel termoestavel, cujas propriedades
variam com as caracteristicas do polimero e do método utilizado (Bueno et al., 2015).

Grande parte das aplicacbes deste polimero € devido a sua capacidade de
formacdo de géis independente de temperatura, a sua biocompatibilidade e a sua
sensibilidade ao pH, além de ser um biomaterial biodegradavel e atéxico, sendo que
uma aplicacdo ja consolidada de alginato € em sistemas de liberacdo controlada
(Cacuro & Waldman, 2018).
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O processo de polimerizacéo ibnica ndo necessita de condi¢gdes severas, sendo
simples, rapido e de baixo custo, porém, ha dificuldades na obtencéo de particulas
com distribuicdo de tamanho e forma uniformes (Calero et al., 2008).

A microencapsulagcao € de grande interesse para a industria de alimentos, pois
permite uma aplicacao mais ampla de probi6ticos no mercado de alimentos (Martin et
al., 2015).

ATabela 1 apresenta os resultados da contagem dos microrganismos probioticos
dos tratamentos das particulas encapsuladas com ou sem a adi¢do da solug¢do de leite
integral, e submetida as condicbes de armazenamento de refrigeracédo, congelamento
e liofilizag&o.

Manter a viabilidade de bactérias probi6ticas em alimentos durante a fabricacao,
armazenamento e, principalmente, na chegada ao trato gastrointestinal ainda é um
grande desafio para as empresas que possuem alimentos com estes microrganismos.
A viabilidade das bactérias probidticas depende de varios fatores, como a estirpe das
bactérias, a composicéo dos alimentos em que estéo incorporadas e as condi¢des de
processamento usadas. O ambiente acido e as enzimas do estomago, bem como os
sais biliares secretados no duodeno séo os principais obstacups para a sobrevivéncia
das bactérias (Peredo et al., 2016). Os lactobacilos e as bactérias bifidas sdo os
microrganismos mais comumente estudados por causa de seus comprovados
beneficios a saude e também sua longa histéria de uso em alimentos (Eratte et al.,
2015).

Diferentes abordagens que aumentam a resisténcia da sensibilidade desses
microrganismos contra condicbes adversas foram propostas, incluindo cepas
resistentes a acidos e bile, além do uso de recipientes impermeaveis ao oxigénio,
fermentacdo em duas etapas, adaptacdo ao estresse, incorporacdo de nutrientes,
como, por exemplo, peptideos e aminoacidos e finalmente a microencapsulagao.
Sendo esta ultima opgao um dos mais eficientes métodos (Martin et al., 015).

A viabilidade celular pode ser aprimorada otimizando o processo de fermentacéo
gue leva a producéo de células mais robustas para serem incorporadas em matrizes
alimentares, utilizando materiais de protecdo como crio ou lipoprotetores, durante o
congelamento ou a desidratacéao (Albadran et al., 2015).

A sobrevivéncia de bactérias probibticas em matrizes secas pode ser influenciada
pela temperatura de armazenamento e atividade de agua, sendo esta ultima definida
como a agua livre do produto seco. Foi sugerido que valores de atividade de agua acima
de 0,25 provavelmente aumentardo a taxa de mortalidade de bactérias probidticas
durante o armazenamento devido a um aumento no metabolismo bacteriano (Fu &
Chen, 2011; Tripathi & Giri, 2014).

Céapsulas com diametros maiores e maior concentracdo do material encapsulado
melhoram a protecéao oferecida contra as condicbes ambientais adversas, por exemplo
no TGl ou em um alimento (Ding & Shah, 2009).

Evidencia-se uma diferengca para os tratamentos com 0s microrganismos
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diluidos na suspensao de leite integral/alginato e os tratamentos com alginato.
Uma das desvantagens da microencapsulacdo com utilizacdo da gelificacéo i6nica
€ a porosidade da capsula devido as caracteristicas da unido dos compostos antes
mencionados (Vivek, 2013). A adicao de leite integral pode ter corrigido a porosidade
natural dacapsula, protegendo ainda mais os probio6ticos das condi¢des de temperaturas
avaliadas nos testes.

Método de conservagdo  Alginato + Leite Alginato
(UFC/mL) (UFC/mL)
Refrigeracéao 1,07x109 7,4x108
Congelamento 4,45x108 5,4x105
Liofilizacao 8,8x107 3,4x104

Tabela 1 - Contagem de microrganismos probidticos microencapsulados por geleificacao idnica
com alginato de sédio, adicionado ou nado de leite integral em po.

Fonte: os autores

A contagem das particulas submetidas ao tratamento por refrigeracdo mostrou
maior sobrevivéncia dos microrganismos quando comparadas aos tratamentos das
capsulas conservadas por congelamento e liofilizacao, em ambos os tratamentos (com
ou sem leite integral). Este resultado coincide com a avaliagdo de microparticulas
congeladas adicionadas de Hi-maize e quitosana, que resultaram em uma contagem
menor no tratamento por congelamento quando comparado com as microparticulas
refrigeradas (Etchepare et al., 2016).

O objetivo fundamental dos estudos de microencapsulacdo € focado,
principalmente na protecao das células probi6ticas quando expostas ao estomago e
as condicdes gastrointestimais, ou seja, submetidas a pH baixo e sais biliares. No
entanto, um aspecto importante, relevante para o processo de microencapsulagéo
dos microrganismos probidticos que ndao sdo demonstradas adequadamente é a
protecdo de células bacterianas vivas de obstaculos tecnolégicos, como, por exemplo,
alta ou baixa temperatura, alto teor de sal, baixa atividade de agua e substancias
antibacterianas, que sao normalmente aplicadas no processamento de preservacao
de alimentos. Portanto, evidéncias substancialmente empiricas do impacto dos
obstaculos da tecnologia de alimentos nos probidticos microencapsulados sao
necessarias na concepcado de modalidades para garantir a viabilidade de células
bacterianas em alimentos geralmente ndo considerados como veiculos de viabilidade,
um exemplo seria os produtos de panificacdo (Malmo et al., 2013). A técnica deve ser
continuamente estudada visando oferecer oportunidades para expandir a gama de
alimentos em que podera ser usada no oferecimento da passagem de probibticos pelo
estomago, duodeno e trato gastrointestinal (Prisco et al., 2015).

Neste estudo, a adicdo do leite integral mostrou ser um fator importante nas
contagens das bactérias probidticas nas condi¢coes avaliadas, sendo a contagem
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superior quando comparada ao tratamento com adicdo somente de alginato. Essa
resposta positiva se repetiu em todos os grupos avaliados (leite + alginato vs alginato),
em todas as condi¢des de conservacado, coincidindo com os resultados obtidos por
Prasanna & Charalampopoulos (2018), onde foram avaliadas varias suspensdes com
leite para microencapsulacao de bifidobactérias.

A liofilizagao constitui um processo de conservacgao eficiente para preservar as
caracteristicas de alguns compostos microencapsulados (Nogueiraetal., 2017), porém,
quando se trata de microrganismos probiéticos, mostrou-se como um tratamento
agressivo, em virtude das condi¢des nas quais se desenvolve, e, ha o comprometimento
da sobrevivéncia das células, uma vez que é um processo de desidratacdo e pode
afetar a morfologia, pois perturba a integridade estrutural da matriz de calcio-alginato
e, consequentemente, leva a reducao de sua esfericidade (Cuijic et al., 2016).

A etapa de congelamento, como condicdo de conservacao e também antes do
processo de liofilizacdo causa danos a membrana da célula por causa da formacéo
de cristais de gelo e, também confere condi¢cdes de estresse por alta osmolaridade.
Quando se faz a adicado de um crioprotetor, como o leite integral, h4 uma tendéncia
de proteger os microrganismos probibticos durante o congelamento e a desidratacéo
sofrida durante o processo de liofilizagao.

Crioprotetores podem ainda serem adicionados ao meio antes da fermentacéo
para ajudar na adaptacdao dos microrganismos probiéticos ao meio ambiente. O
mecanismo dos crioprotetores deve-se a capacidade de se acumularem dentro das
células, reduzindo a diferenca osmoética entre as células bacterianas e o ambiente
externo. Leite sem alginato de sodio também pode ser utilizado no processo de
microcapsulas, pois apresentam uma boa protecdo para lactobacilos, porém as
microcapsulas séo irregulares e possuem baixa caracteristica mecéanica (Martin et al.,
2015).

Céapsulas com teor de alginato considerado baixo (1%) podem formar esferas
oblatas ap6s o processo de liofilizacdo, possivelmente em funcdo de nao haver
moléculas de alginato suficientes para formar uma estrutura estavel (Yan et al., 2014).

Cardoso (2014) sugere que elevadas concentragcdes de polimeros favoreceram a
formacéo de hidrogéis mais densos, contribuindo para maior densidade de reticulagao,
gue leva ao aumento da forca e densidade da estrutura do gel, ou seja, a medida que
a concentracdo aumenta, a rede torna-se mais homogénea, com poros menores, e,
portanto, mais densamente ligada. Estudos sugerem o0 uso de concentracdes entre
0,5 a 5%.

Maiores relagdes entre alginato de s6dio e o material de recheio sdo recomendadas
para obter microparticulas mais esféricas e esteticamente mais aceitas (Yan et al.,
2014).

Neste estudo ficou demonstrado que o uso de leite integral aumentou a protecao
dos microrganismos microencapsulados, resultando em contagens (Tabela 1)
significativamente superior (p<0,05) ao tratamento onde as células foram suspensas
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somente em alginato de sédio. Chatterjee & Judeth (2016) concluiram que a utilizacao
do leite integral no processo de formacéo de particulas demonstrou ser um material
promissor para formacdo da parede na microencapsulagcdo de alguns compostos
bioativos.

Essesresultados permitem identificar os alimentos que apresentam caracteristicas
e potencial para aplicabilidade das microcapsulas desenvolvidas. Os derivados lacteos
s&o por exceléncia as matrizes alimentares mais utilizadas como veiculo de bactérias
probidticas na alimentacao humana, encontrando-se uma variedade importante de
produtos como iogurte, leites fermentados, leite em pd, sorvetes queijos, entre outros
(Ranadheera et al., 2010; Richards, 2016).

A microencapsulacao por geleificacdo ibnica com adicdo de leite integral &
uma alternativa promissora para a protecdo dos microrganismos probioticos, pois
preserva sua viabilidade durante o processamento e 0 armazenamento, permitindo a
aplicabilidade em diversas matrizes alimenticias.

Ainclusao de probidticos nas matrizes alimentares é uma das linhas de pesquisa
mais promissoras para a industria de alimentos. O desenvolvimento de alimentos
contendo microrganismos probidticos estaveis como ingredientes apresenta-se como
um significativo desafio para as industrias de alimentos e suplementos que desejam
atender ao mercado de alimentos funcionais (Ying et al., 2016).

CONCLUSAO

A temperatura de conservacao pode reduzir a viabilidade dos microrganismos
probidticos miroencapsulados. Porém, este estudo demonstrou que o leite integral tem
potencial para ser um agente protetor dos microrganismos na microencapsulagcao por
geleificacdo ibnica utilizando alginato de sodio. O processo de liofilizagdo ocasionou a
maior diminuicdo dos microrganismos probiéticos quando comparado as condicbes de
refrigeracao e congelamento. A adicéo de leite integral pode ter corrigido a porosidade
do complexo alginato de sodio - cloreto de calcio, permitindo assim uma maior protecéo
dos probidticos microencapsulados.
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