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RESUMO: Os alimentos probi6ticos estdo em
alta, tanto na alimentagdo humana quanto
animal. S&o produzidos com microrganismos
vivos que tem comprovada eficacia de beneficio
a saude de quem os consome. Contudo, a
manutencdo de sua viabilidade no produto &
um desafio tecnologico. Felizmente, varias
tecnologias estdo disponiveis para tornar
esses microrganismos mais resistentes as
adversidades do trato gastrointestinal (TGI)
do consumidor. Uma dessas tecnologias € a
microencapsulag¢éo, a qual contribui para que o
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microrganismo probibtico sobreviva a passagem
pelo TGl do hospedeiro e esteja viavel para
atuar beneficamente. Saccharomyces boulardii
€ uma levedura probibtica e bastante utilizada
no tratamento de desordens intestinais. Para
o encapsulamento de S. boulardii fez-se uso
de microesferas de alginato de sédio que € um
polissacarideo soluvel em agua, ndo toxico e que
nao interage com o microrganismo. Neste capitulo
apresentamos dois exemplos de produtos
inovadores com adicdo da levedura probidtica
microencapsulada: um petisco de traqueia
suina e um molho de carne. Consideramos que
pesquisa e desenvolvimento é a forma mais
adequada de obtencao de alimentos inovadores
e com potencial mercadologico e de produgéo
sustentavel, contribuindo para o mercado pet
brasileiro.

PALAVRAS-CHAVE: Probioticos.
Alginato de so6dio. Microencapsulagao.

Inovacéo.

MICROENCAPSULATION OF PET FOOD
PRODUCTS WITH PROBIOTIC YEAST

ABSTRACT: Probiotic foods are on the rise,
both in human and animal food. They are
produced with live microorganisms that have
proven to be beneficial to the consumer health.
However, maintaining its viability in the product
is a technological challenge. Fortunately, several
technologies are available to make these
microorganisms more resistant to the adversities
of the consumer’s gastrointestinal tract (GIT).
One of these technologies is microencapsulation,
which helps the probiotic microorganism to survive
the passage through the host’s TGl and is viable
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to act beneficially. Saccharomyces boulardiiis a probiotic yeast and widely used in the
treatment of intestinal disorders. For the encapsulation of S. boulardii, microspheres
of sodium alginate are used, which is a water-soluble polysaccharide, non-toxic and
it does not interact with the microorganism. In this chapter we present two examples
of innovative products with the addition of microencapsulated probiotic yeast: a snack
of swine trachea and a meat sauce. We believe that research and development is the
most appropriate way to obtain innovative foods with market potential and sustainable
production by contributing to the Brazilian pet market.

KEYWORDS: Probiotics. Innovation. Sodium alginate. Microencapsulation.

11 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo microrganismos que quando vivos e administrados em
doses adequadas, resultam em efeitos benéficos a satde do hospedeiro (BRASIL,
2018). Isto é importante, pois uma microbiota intestinal saudavel e em equilibrio
fornece estimulo para o sistema imunologico do hospedeiro, promovendo bem estar
e saude (GUILLOT, 2017).

Entre os microorganismos com potencial probiotico ja estabelecido, esta a
levedura probibdtica Saccharomyces boulardii, isolada pela primeira vez da fruta
Lichia (Litchi chinensis) em 1923 pelo microbiologista francés Henry Boulard, e
desde entdo a levedura é utilizada pelas industrias de alimentos e nutracéuticas por
ser eficaz contra doengas que causam disturbios gastrointestinais (JING-JING et al.,
2016; ALTMANN, 2017). A levedura cresce a 37°C, possui resisténcia a pH acido e
temperaturas elevadas, é capaz de inibir a produgédo de toxinas e microrganismos
patogénicos, além de preservar a fisiologia celular e a microbiota normal intestinal
(MC FARLAND, 2010; DOURADINHA et al., 2014; WARILA; HOOVER, 2017).

Os probiéticos podem ser utilizados na nutricdo animal desde que n&o sejam
patogénicos para os mesmos, e resistam a fatores fisicos e ambientais, além de
atuarem na prevencao e reducao de riscos de doencas, proporcionando longevidade
e manutencdo na saude, e assim, incentivando as indUstrias a desenvolverem
produtos com aditivos funcionais, baseando-se na qualidade de vida dos pets
(CAPELLI; MANICA; HASHIMOTO, 2015; MOLINA, 2019).

Para a Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de
Estimacdo — ABINPET (BRASIL, 2019), o niUmero de cées e gatos de estimacéo
chegou em 54,2 milhdes e 23,9 milhdes, respectivamente. O aumento no numero de
animais € notavel e como resultado, a industria alimenticia para pets esta crescendo,
e a nutricdo de cdes e gatos tem-se assemelhado a nutricao humana, focando em
alimentos com a incorporagcdo de aditivos funcionais, como os microrganismos
probibticos (RODRIGUES, 2018).

Conforme regulamenta a Instrugdo Normativa do Ministério da Agricultura,
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Pecuaria e Abastecimento (MAPA) n° 44 de 15/12/2015 (BRASIL, 2015), dentre os
aditivos destinados a alimentacao animal, encontram-se 0os microrganismos, que
ndo séo utilizados geralmente como ingredientes mas que, quando incorporados
aos alimentos, fornecam ou ndo um valor nutritivo, melhore as caracteristicas dos
produtos, beneficie o desempenho de animais saudaveis ou atenda as necessidades
nutricionais.

De acordo com a ABINPET (BRASIL, 2019), em 2018 o faturamento do
mercado pet brasileiro foi de R$ 20,3 bilhdes, sendo que 73,9% do total desse
faturamento foi destinado a “pet food”. Atualmente, o status que os cédes de
companhia conquistaram sdo de um tratamento humanizado, considerados cada
vez mais membros de familias, merecendo respeito, carinho, higiene, consultas ao
veterinrio, vacinas e acima de tudo, uma alimentagcéo saudavel (PEREIRA, 2018).

Considerando a grande procura por alimentos probibticos, inUmeras
tecnologias estdo sendo desenvolvidas para tornar o microrganismo mais resistente
contra adversidades, uma delas é a microencapsulagéo, a qual contribui para que o
microrganismo probidtico sobreviva ao armazenamento, aplicacdo em alimentos e
consumo, chegando no organismo do hospedeiro de maneira viavel (MENEZES et
al., 2013; SOUZA et al., 2020).

As técnicas de microencapsulacdo além de trazerem conhecimentos
relacionados a saude com beneficios nutricionais, expbe a viabilidade econémica
de produga@o em escala industrial e comercializacdo dos produtos (ROSSO et al.,
2019).

21 MICROENCAPSULAGAO COM LEVEDURAS PROBIOTICAS

A microencapsulagdo permite o revestimento de um material ativo de
natureza solida, liquida ou gasosa utilizando um material encapsulante, tendo como
resultado microcapsulas, as quais liberam seu material de maneira controlada e sob
condigbes especificas (MENEZES et al., 2013; PEREIRA et al., 2018).

Diversas metodologias podem ser aplicadas para a realizagdo da
microencapsulacéo de probibticos, entretanto, a extrusédo ganha um maior destaque
por ndo ser de alto custo, ser simples, além de ndo envolver temperaturas altas
durante o processo (FAVARO-TRINDADE; HEINEMANN; PEDROSO, 2011).

Para o encapsulamento de Saccharomyces boulardii o uso de microesferas
de alginato foi determinante para atingir o aumento da entrega intestinal (GRAFF,
2008). O alginato de s6dio & um polissacarideo linear soltvel em agua (MARTIN et
al., 2015), mais utilizado na microencapsulacéao de células bacterianas (TRABELSI
et al., 2013). Algumas de suas vantagens segundo Champagne et al. (2000) e Shah

(2000) n&o € toxico; nao interage com o microrganismo; é compativel com o cloreto
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de célcio, componente indispensavel a rigidez das microcapsulas; ndo afeta a
viabilidade das bactérias encapsuladas durante sua vida util; possibilita a liberacédo
das células imobilizadas através da solubilizacdo e sequestro dos ions calcio
presentes nas capsulas do gel, apresenta baixo custo, grande disponibilidade no
mercado, possibilidade de emprego em escala industrial e aceitacdo da substancia
como aditivos na producéo de alimentos.

3 I’ DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS ALIMENTICIOS PARA O
PUBLICO PET

O mercado pet brasileiro destaca-se entre o terceiro melhor mercado pet do
mundo, atingindo 5,3%, ficando para tras apenas do campeéao, Estados Unidos com
42%, e para o vice-campedo, Reino Unido com 6,75% (SEBRAE, 2018). Cappelli,
Manica e Hashimoto (2016) citam que, grande parte desse éxito pode ser creditada
ao acentuado numero de animais e a profunda mudanca de status pela qual
passaram nos ultimos anos dentro dos lares brasileiros. Nos ultimos 10 anos houve
mudanca no foco das pesquisas cientificas sobre nutricdo de animais de companhia,
antes atendiam-se apenas as necessidades minimas e ndo as recomendagdes
nutricionais necessarias. Estudos se concentraram na investigacdo de beneficios
para a saude, ingredientes encontrados em alimentos funcionais comercialmente
disponiveis em humanos; estes ingredientes também podem exercer seus efeitos
benéficos em caes e gatos (DI CERBO et al., 2017). Conforme citam, o interesse na
adequacao de alimentos para animais de estimacao é crescente em todo o mundo.

Zaine et al. (2014) destacam que muitos alimentos comerciais para cées
e gatos produzidos no Brasil contém derivados de levedura, e sé@o incluidos com
argumentos de beneficios ao sistema imune e acdo sobre a microbiota do trato
gastrointestinal, auxiliam nos mecanismos de defesa, na selecdo de microbiota
gastrintestinal benéfica, na promogdo da saude intestinal e aglutinacdo de
patégenos para que sejam eliminados. A parede celular da levedura contém fracao
de mananoligossacarideos (MOS), que se acredita ter efeito prebiotico, além disso,
quantidades importantes de beta-glucano e manoproteinas, mas néao se tem estudos
do efeito fisiologico por eles produzidos (ZAINE et al., 2014).

Além da producédo de alimentos para animais de estimacédo despontar-
se como mercado promissor, ela vem ganhando importancia por outros motivos,
como o aproveitamento de residuos de abatedouros. Conforme dados da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2016) a industria frigorifica gera
grande quantidade de residuos em seus processos produtivos. A regido do meio
oeste do estado de Santa Catarina se destaca na produgéo nacional de suinos, pois
desde 2006 o Oeste supera o patamar de 15% do total de suinos criados no pais
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(EMBRAPA, 2016).

3.1 Produtos alimenticios contendo levedura probiética
microencapsulada

A seguir sédo dados dois exemplos de produtos alimenticios desenvolvidos
com levedura probi6tica microencapsulada voltados ao mercado pet.
PRODUTO 1: Petisco de traqueia com probiético

Para o desenvolvimento de um petisco de carne para animais (produto pet),
aqui denominados de petisco traqueia com probibtico, foram utilizados traqueia
suina e miudos obtidos de frigorificos em Santa Catarina, Brasil.

O Fluxograma 1 representa a sequéncia de processos da fabricagdo da
traqueia com probibtico.

Recepcio da matéria-prima

‘ransporte até o laboratério
de nutrigio

Padronizagio
Ingredientes Desidratacio

Corte/Mistura

: |

'r*
h"."."-'ha lh'

Recheio
- Saccharomyces boulardii
—
4

Aplicagiio do Probidtico 4m Microencapsulagio

'«'

Embalagem

'h

Fluxograma 1. Producéo de traqueia recheada adicionada de probiético.

Fonte: os autores.

Para a microencapsulagao de leveduras existem alguns protocolos que podem
ser utilizados, mas a escolha vai depender do tipo de microcapsula e do produto
a ser inserido o probibtico. Para microencapsulagéo da levedura Saccharomyces
boulardii e adicao ao produto petisco, foi utilizada metodologia descrita por Callone
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et al. (2008) com algumas adaptacdes (Figura 1). Seguindo a técnica denominada
extrusdo, uma mistura homogeneizada de levedura com Alginato de Sédio 2% mais
Glicerina é gotejada em uma solugéo de Cloreto de Calcio 0,1 M sob agitacéo.
As microcapsulas sao filtradas em papel filtro. Os petiscos recebem um grupo de
microcapsulas e sdo entdo armazenados e embalados para disposi¢cdo ao mercado.

Alginato de Sodio 2% +
Glicerina

Cultura hiofilizada
Saccharomyces boulardii

— {? 7’ \

Balanga Analitica

Seringa estéril

- - Adigio ao produto

Filtragem

Microcapsulas

Extrusio em CaCl2 0,1 M

Figura 1. Processo realizado para microencapsulagéo da levedura probibtica liofilizada.

Fonte: os autores.

a. Avaliagao da resisténcia do microencapsulado a diferentes condigcoes de
temperatura, salinidade e ph

Considerando o estresse que o probibtico microencapsulado podera sofrer
durante processamento do produto, ao longo de sua vida de prateleira, bem como
durante a passagem do trato gastrointestinal do animal ap6s ingestéo, entdo uma
avaliagé@o da resisténcia a diferentes condi¢bes de temperatura, salinidade e pH é
Gtil para a formulagao de um produto (Tabela 1).

Nas condi¢des de temperatura ambiente padréo (25°C) a levedura produziu
2,03 x 108 células/mL em 24 horas com 1,52 x 107 UFC/mL, ou seja, considerando
que a levedura cresce por brotamento, o potencial de formacao de colénias por cada
célula é grande, e cada UFC crescida em placa de agar YEG gera aproximadamente
2,03 x 108 células/mL.
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Temperatura/48h Total células/mL

25°C 5,71 x 107
28°C 4,12x 107
35°C 4,48 x 107
37°C 4,33 x 107
Salinidade/24h 000000 ;e
1% 1,81 x 107
1,5% 1,71 x 107
2% 7,80 x 10°
2,5% 5,15 x 10°
3% 4,26 x 10°
pH72h e
1,5 4,83 x 106

2 7,70 x 10¢
2,5 2,45 x 107

3 4,30 x 107
3,5 6,78 x 107

4 5,92 x 107
4,5 5,67 x 107

Tabela 1. Sobrevivéncia de Saccharomyces boulardii sob diferentes condi¢es de
temperatura, salinidade e pH.

b) Viabilidade das microcapsulas contendo Saccharomyces boulardii em
petisco comestivel pet

A contagem das colbnias viaveis ap6s 96 horas a 25°C em petisco recheado
contendo 15 microcapsulas resultou em 4,18 x 108 UFC viaveis. Conforme a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2016), o ideal para produtos probio6ticos
é uma densidade inicial de 102 a 10° UFC, mas valores menores sdo aceitos desde
que comprovada sua eficacia.

A sobrevivéncia de microrganismos probioticos é potencializada pelo
processo de microencapsulacao durante a passagem no sistema digestivo e
crescimento no intestino, resistindo a pH baixo, enzimas digestivas e sais biliares,
permitindo assim, desenvolver sua acgéo probibtica conforme recomendacdo da
Organizagéo Mundial da Saude (FAO/WHO, 2001).

No entanto, células da levedura microencapsuladas foram parcialmente
liberadas durante a agdo do suco gastrico (pH 2,0), indicando que ocorreu alguma
alteracé@o na estrutura da microcapsula. Contudo, elas foram totalmente liberadas
no suco intestinal, ou seja, as microcapsulas foram completamente rompidas,
resultando numa populacdo de levedura correspondente a 5,92 ciclos Log. No
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presente, o total de colénias viaveis no intestino (simulacao) do animal para 15
microcapsulas/petisco pet foi estimado em 4,18 x 10 UFC. A figura 2 apresenta o
produto ap6s processamento e adicao do probi6tico microencapsulado.

Figura 2: Petisco traqueia com microcapsulas contendo o probiético Saccharomyces
boulardii.

Fonte: os autores.

PRODUTO 2: Molho de carne com probiético

Um molho de carne para o mercado de produtos pet foi desenvolvido
utilizando figado suino, um rejeito de frigorificos da regido de Santa Catarina, Brasil.
O Fluxograma 2 apresenta a sequéncia dos processos da fabricacdo do molho de

carne com incorporagéo do microrganismo probiético.

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 12 m
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Fluxograma 2. Desenvolvimento do molho de carne incorporando microrganismo

probidtico.

Fonte: os autores.

A Figura 3 representa o produto apés o cozimento e selagem. Para o molho,

microcéapsulas provenientes do método de extrusdo (Figura 1) foram embaladas

em de saco plastico estéril contendo o molho de carne (30g), seladas. As amostras

foram separadas e armazenadas em diferentes condicbes de temperatura, 25°C e

40°C por 6 meses em aerobiose.
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Legenda: A: molho de carne p6s cozimento, pré-esterilizagcdo; B: Molho de carne com
probi6tico microencapsulado pés selagem.

Figura 3. Molho de carne desenvolvido com figado suino e incorporagéo de
Saccharomyces boulardii microencapsulada.

Fonte: os autores.

Para avaliar a vida de prateleira (shelf-life), a viabilidade das microcapsulas
contendo o microrganismo encapsulado e as condi¢bes higiénicas e sanitarias
do produto desenvolvido (seguranga do produto), foram realizadas analises
microbioldgicas nos periodos de 30, 60 e 150 dias (Tabela 2).

Parametros Microbiologicos Temperatura

Bolores e Leveduras 25°C

Saccharomyces boulardii 25°C

Bacillus cereus 37°C

Tabela 2. Andlises microbioldgicas para controle de qualidade do produto molho de
carne com microrganismo probio6tico microencapsulado.

Para todas as condigbes avaliadas do molho de carne, durante as analises
de 30, 60 e 150 dias, ndo houve contaminacgéo por Staphylococcus aureus, bolores
e leveduras, Clostridium Sulfito Redutor, Aerobios mesofilos, Bacillus cereus ou
Salmonella sp.. Portanto, o produto esteve de acordo as boas praticas de fabricacao
propostas pela Instrugdo Normativa n° 81, de 19 de Dezembro de 2018 (BRASIL,
2018) que dispde sobre os procedimentos para uso na alimentagdo animal de
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coprodutos da industria da alimentagdo humana e animal, sobre os procedimentos
de controle de qualidade, como analises laboratoriais, de alimentos com residuos
soélidos que serao destinados a alimentacdo animal.

Aviabilidade das microcapsulas durante o periodo de estocagem e contagem

durante as analises microbiolégicas (Log/UFC), pode ser observada na Figura 4.

6
o = —f,
S 4 J — 4
2 =
=

0

30 dias 60 dia 150 dias
25°C 40°C Periodo de Estocagem

Figura 4. Viabilidade de microcapsulas contendo Saccharomyces boulardii em molho
de carne, durante o periodo de estocagem de 30, 60 e 150 dias, representado em Log/
UFC.

As analises microbiolégicas constataram reducdo de 1 ciclo logaritmico
de levedura probiética para os molhos de carne armazenados a 25°C, e 2 ciclos
logaritmicos para os molhos de carne armazenados a 40°C. Considerando que em
150 dias pode haver a diminuicéo de 2 ciclos Log, dependendo das condicbes de
temperatura, o prazo de validade (shelf-life) do produto, foi definido como sendo de
60 dias.

Aponta-se a importancia do controle microbiol6gico em alimentos direcionados a
alimentagéo animal, pois, alimentos contaminados por microrganismos patogénicos
podem causar sérios riscos a saude, além disso, fontes de contaminantes podem
ser oriundas das praticas de fabricagédo, por algum descuido da empresa ou do
operador (ANDRADE; NASCIMENTO, 2005; AMERICANO, 2016).

Tendo em vista que a levedura, protegida pelo processo de
microencapsulagéo, é capaz de sobreviver ao estresse do sistema gastrointestinal,
como pH &cido, enzimas gastricas e sais biliares (ARSLAN et al., 2015) no intestino
esteja viavel com uma densidade celular de 5 ciclos Log. Assim, a levedura podera
se desenvolver facilmente no intestino, atingindo uma densidade celular maior que
2,75 x 10° UFC/g, com reais efeitos a saude do hospedeiro, conforme estabelecido
por Brasil (2004). As microcapsulas protegendo a levedura S. boulardii durante

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 12 m



a simulacdo da passagem pelo trato gastrointestinal, permitiram que as células
fossem completamente liberadas ao contato com o suco intestinal de maneira
viavel, estimando-se que s@o capazes de atingir densidades maiores no intestino
(BARONCELLO et al., 2020).

As andlises fisico-quimicas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) foram
realizadas baseando-se no que propde a Instrugdo Normativa n° 15, de 26 de maio
de 2009 (BRASIL, 2009) regulamentando que produtos destinados para alimentacao
animal, devem expressar as seguintes garantias: umidade (maximo), proteina bruta
(minimo), extrato etéreo- lipidios (minimo), fibra bruta (méaximo), matéria mineral
(méaximo), Calcio (maximo) e Célcio (minimo) e Fosforo (minimo).

Os resultados obtidos a partir das analises fisico-quimicas das amostras de
molho de carne com probiético (MC) e sem adigdo do microrganismo probiético
microencapsulado (MS) s@o expressos na Tabela 3.

MC MS Caes Adultos* Gatos Adultos*

Proteina Bruta (min.) 4,34 % 328% 3% 4,4 %

Fibra Bruta (max.) 0,30 % 038% 2% 2%

Calcio (max.) 1,76 % 177%  04% 0,4 %

Legenda: Porcentagem dos niveis de garantia requeridos pela Instrugcdo Normativa
MAPA, n° 15 de 26/05/2009 (BRASIL, 2009) presentes nos molhos de carne com
probiotico e sem probittico analisados na pesquisa, comparando com os niveis ideais
impostos pela Portaria n° 3, de 22 de Janeiro de 2009* (BRASIL, 2017).

MC — Molho com probiético; MS — Molho sem probiético; *Portaria 3/2009 MAPA
(BRASIL, 2009).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas do molho de carne com probiético e sem
probibtico em comparagdo com a Portaria 3/2009 MAPA.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A tecnologia de alimentos busca a eficiéncia da matéria-prima advinda de
carnes e subprodutos. O abate suino nos frigorificos gera inUmeros subprodutos
que séo considerados rejeitos, como os miudos, sendo, o figado e traqueias. A
adicao de probiéticos auxilia na manutengao nutricional, digestao alimentar e satde
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intestinal dos animais.

O desenvolvimento do produto petisco com probiético microencapsulado
mostrou que é eficiente para garantir reais efeitos ao organismo do hospedeiro, com
liberacé@o de leveduras no suco intestinal, indicando que é um produto vidvel e com
potencial de efeitos benéficos ao organismo dos animais.

O produto molho de carne com probi6tico podera ser adicionado sobre a
racdo de cdes e gatos jovens, visando melhorar a palatabilidade e umidade do
alimento, principalmente para animais idosos.

A microencapsulacdo adaptada para levedura liofilizada apresentou-se
eficiente, evitando perda significativa de células. Além disso, as microcéapsulas
mantiveram-se viaveis durante simulacdo da acdo pela passagem no transito
gastrointestinal, com maior liberacdo de células no suco intestinal.

Pesquisa e desenvolvimento é a forma mais adequada de obtencdo de
alimentos inovadores e com potencial mercadoldgico e de producdo sustentavel,

contribuindo assim para o mercado pet brasileiro.
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