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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi elaborar um produto probidtico a base do suco de
Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) e analisar a viabilidade de Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 durante o armazenamento. Foi realizado o estudo da composicao
fisico-quimica da polpa de Maracuja e a investigacdo da melhor condi¢do de crescimento do
probidtico, variando as concentragdes de polpa e de indculo. Trés sucos contendo células
livres foram elaborados, os quais diferiram quanto a ser fermentado e ndo fermentado, e
armazenados durante 28 dias a 4°C. A viabilidade, o pH, os aglcares redutores totais e 0
acido latico foram avaliados durante o armazenamento. Posteriormente, L. rhamnosus foi
encapsulado por extrusdo e as capsulas submetidas a liofilizagdo. Quatro tipos de cépsulas
liofilizadas foram elaboradas, as quais variaram quanto a presenca do criprotetor e do suco do
Maracuja na composicdo. Os liofilizados foram armazenados em temperatura ambiente (25°
C) e a viabilidade analisada até 60 dias. Além disso, os liofilizados, capsulas sem liofilizacao
e células livres foram adicionados ao suco de Maracuja e mantidos a 4°C por 120 dias. A
viabilidade, o pH e o acido latico foram avaliados durante o armazenamento. As capsulas com
e sem liofilizacdo foram caracterizadas quando & umidade, tamanho e morfologia. Nos
resultados da caracterizacédo, a polpa continha 50 g.L-1 de agucares redutores totais, 46 g.L-1
de 4cido citrico e 9 g.L™ de 4cido malico, pH 3,0 e 13,5 de °Brix. O suco de Maracuja se
mostrou adequado a incorporagdo de L. rhamnosus, pois a viabilidade permaneceu acima de
10° UFC/mL durante os 28 dias de armazenamento a 4°C. A técnica de extruséo foi eficaz
para encapsular 90,56 % do probidtico. A secagem por liofilizacdo se mostrou adequada, visto
que as eficiéncias variaram entre 70,36 e 87,29 % nas capsulas liofilizadas. O armazenamento
das capsulas liofilizadas em temperatura ambiente foi mais adequando do que quando
refrigeradas, apresentando sobrevivéncias acima de 80 % com 30 dias. Quando sob-
refrigeracdo, as maiores sobrevivéncias foram encontradas nos sucos contendo células
encapsuladas sem liofilizacéo e livres (92,9 % e 76,7 %, respectivamente), em 120 dias. Dessa
maneira, conclui-se que o suco de Maracuja da Caatinga contendo células encapsuladas sem
liofilizagdo poderia ser recomendados para 120 dias de armazenamento refrigerado. Bem
como, produtos secos poderiam representar outra op¢do de veiculo probiotico para consumo

em 30 dias.

Palavras-chave: Extrusdo. Liofilizacdo. Maracuja da Caatinga. Lactobacillus rhamnosus
ATCC 74609.



ABSTRACT

The goal objective of this work was to elaborate a probiotic product based on passion
fruit from Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) and to analyze the viability of Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 during storage. The physicochemical composition of the passion fruit
pulp and the investigation of the best growth condition of the probiotic were carried out,
varying the concentrations of pulp and inoculum. Three juices containing free cells were
elaborated, which differed to be fermented and unfermented, and stored for 28 days at 4 ° C.
Viability, pH, total reducing sugars and lactic acid were evaluated during storage. After these
steps, L. rhamnosus was encapsulated by extrusion and the wet capsules were submitted to
lyophilization. Four lyophilized capsules types were elaborated, which varied as to the
presence of the cryoprotectant and the passion fruit juice of the Caatinga in the composition.
The lyophilizates were stored at room temperature and the viability analyzed at until 60 days.
In addition, the lyophilizates, non-lyophilizated capsules and free cells were added to passion
fruit juice and kept at 4 ° C for 120 days. Viability, pH and lactic acid were evaluated during
refrigerated storage. The capsules with and without lyophilization were characterized for
moisture, size and morphology. In the characterization results, the pulp contained 50 g.L-1 of
total reducing sugars, 46 g.L-1 citric acid and 9 g.L-1 malic acid, pH 3.0 and 13.5 Brix.
Passion fruit juice was adequate for the incorporation of L. rhamnosus, as viability remained
above 10° CFU/mL during the 28 days of storage at 4 ° C. The extrusion technique was
effective to trap 90.56 % of the probiotic. Drying by lyophilization was adequate, since
efficiencies varied between 70.36 and 87.29 % in lyophilized capsules.
Storage of lyophilized capsules at room temperature was more adequate than when
refrigerated, with survivals above 80% at 30 days.
When under-refrigerated, the highest survivals were found in juices containing non-
lyophilizated capsules and free cells (92.9% and 76.7%, respectively) at 120 days. Thus, it is
concluded that Caatinga passion fruit juice containing non-lyophilizated capsules could be
recommended for 120 days of refrigerated storage. As well, dry products could represent
another choice of probiotic vehicle for consumption in 30 days.

Keywords: Extrusion. Lyophilization. Passion fruit from Caatinga. Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469.
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1 INTRODUCAO

O papel principal da dieta é fornecer nutrientes para atender as necessidades
metabdlicas, dando ao consumidor uma sensacdo de satisfacdo e bem-estar. No entanto, os
conhecimentos recentes suportam a hipétese de que, além de atender as necessidades
nutricionais, a dieta pode modular diversas funges fisioldgicas e podem desempenhar papéis
prejudiciais ou benéficos em algumas doengas (GRANATO et al., 2010).

A mudanca na forma de conceber os alimentos levou a introducdo do conceito de
alimentos funcionais (FIGUEROA-GONZALES et al., 2011). Exemplos bem conhecidos de
alimentos funcionais sdo aqueles que contém ou sdo preparados com compostos bioativos,
tais como fibra dietética, oligossacarideos e bactérias ativas que favorecem o equilibrio de
estirpes bacterianas intestinais, chamadas probidticos (PERRICONE et al., 2015).
probidticos pertencem a uma geracdo de ingredientes ativos, no qual a maior parte das
pesquisas tem incidido (FIGUEROA-GONZALES et al., 2011).

Probidticos sdo um grupo de bactérias e leveduras que exercem efeito positivo sobre a
salde do hospedeiro. Os alimentos mais amplamente utilizados como veiculos de probioticos
sdo os produtos lacteos (CASAROTTI; PENNA, 2015). Porém, os sucos de frutas vém
apresentando destaque na induastria alimenticia, por serem indicados como meio ideal para
ingredientes funcionais, uma vez que sdo inerentemente ricos em nutrientes, tém perfis de
sabor agradavel para o publico em geral, e sdo amplamente percebidos como saudaveis e
refrescantes (CORONA et al., 2016). Diante da variedade de frutas utilizadas na elaboracédo
de bebidas comerciais, 0 Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) vem recebendo
destaque por pesquisadores nacionais (FARIAS; SOARES; GOUVEIA, 2016; SANTOS;
ANDRADE; GOUVEIA, 2017). O Maracuja da Caatinga ¢ uma fruta de aroma e sabor
diferenciados, com alto teor de vitamina C e propriedade calmante (ARAUJO et al., 2016).

Muitos fatores podem afetar a viabilidade dos probioticos nos alimentos prontos para
consumo incluindo a linhagem escolhida, o pH do meio de cultura, a temperatura,o tempo de
armazenamento e o tipo de alimento utilizado (BAKR, 2015). Como forma de prolongar a
vida util dos probi6ticos, alguns métodos tém sido propostos como: adaptacdo e inducédo de
resisténcia na matriz alimentar (BEVILACQUA et al., 2013), andlise de condicdes de
armazenamento (PERRICONE et al., 2014) e encapsulagdo (CORBO et al., 2013).

A encapsulacdo é uma tecnologia que tem sido aplicada na industria alimenticia para

fins de isolamento, protecdo e/ou liberagdo controlada de células bacterianas, favorecendo a
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sobrevivéncia por longos periodos de tempo, através da manutencgdo da atividade metabdlica e
de crescimento (RATHORE et al, 2013). Existem alguns desafios quando se considera a
encapsulacdo de probidticos como o tipo de material e a técnica utilizada para o
encapsulamento.

Dentre as técnicas utilizadas para encapsulacdo de probidticos, destacam-se extrusdo e
liofilizagdo. O uso conjunto destas duas técnicas vem sendo aplicado, majoritariamente, com
intuito de prolongar a viabilidade dos micro-organismos, sem a inclusdo em um veiculo
alimenticio (ALBADRAN et al., 2015; ECTHEPARE et al., 2016; LI et al., 2016; XU et al.,
2016; HALIM et al., 2017). Poucos trabalhos, que realizaram estas duas técnicas em conjunto,
incorporaram as capsulas em produtos alimenticios (SHOJI et al., 2013; RIBEIRO et al, 2014;
MOUMITA et al., 2017; 2018).

A pectina € um biopolimero que tem sido amplamente utilizado como agente
geleificante e estabilizante na inddstria de alimentos, sendo reconhecida como aditivo
alimenticio seguro (GRAS - Generally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug
Admnistration). Sua aplicacdo como material encapsulante é vantajosa uma vez que consiste
em um polimero nédo toxico, de baixo custo e de facil obtencdo (COOK et al., 2012).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo elaborar um suco probiotico do
Maracujad da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.), utilizando Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469, tanto na forma livre quanto encapsulado com pectina, sendo a encapsulacéo

realizada pela técnica de extrusao seguida da secagem por liofilizacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elaborar um suco probio6tico do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.),
utilizando Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, tanto na forma livre quanto encapsulado

com pectina.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a polpa do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) quanto aos
teores de carboidratos, acidos organicos, pH, proteinas e Brix;

e Investigar a melhor condicdo de crescimento do Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 na
bebida probidtica, variando as concentracdes de polpa e de inéculo;

e Caracterizar os sucos contendo células livres quanto a viabilidade celular, pH, acidos
organicos e acgucares redutores totais durante o armazenamento refrigerado;

e Produzir e caracterizar capsulas de pectina contendo Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469;

e Auvaliar a técnica de liofilizacdo sobre a viabilidade do micro-organismo probi6tico apds a
encapsulacéo;

e Determinar a viabilidade celular nas capsulas liofilizadas durante o armazenamento em
temperatura ambiente;

e Determinar a viabilidade e o perfil de acidificacdo dos sucos probiodticos contendo

capsulas com e sem liofilizacdo durante o0 armazenamento refrigerado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas gerias das bactérias acido laticas

A primeira descoberta de bactérias acido laticas foi realizada por Louis Pasteur em
1857 durante uma fermentacgdo alcoolica. Mais tarde, em 1899, o pesquisador Henry Tissier
isolou Bacillus bifidus (Bifidobacterium), uma bactéria anaerdbica, das fezes de criancas
amamentadas, que culminou em pesquisas sobre nutricdo infantil e microbiota intestinal na
area de pediatria. Em 1904, o cientista russo e professor do Instituto Pasteur, Elie
Metchnikoff, descobriu a presenca de Bacillus bulgaricus (Lactobacillus bulgaricus) no
iogurte, o que levou ao inicio dos estudos sobre bactérias acido laticas. Orla-Jensen, em 1919,
isolou Lactobacillus casei no queijo (ORLA-JENSEN, 1919), sendo a mesma espécie isolada
dez anos depois por Shirota, no trato gastrointestinal humano (BYOND; MIN-TZE; SY-
BING, 2014). A partir disso, o grupo de bactérias lacticas, ou seja, bactérias do acido latico
(BAL) passou a ser reconhecido como um dos mais importantes para 0 homem, tanto pelo
papel que exerce na produgdo e preservacdo dos alimentos quanto pelo envolvimento em
diferentes aspectos da saude humana e animal (FERREIRA, 2012).

As bactérias laticas constituem um grupo de bactérias Gram-positivas unidas por
caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e fisiologicas semelhantes. Essas bactérias sdo ndo-
esporuladas, apresentam catalase negativa (algumas espécies podem produzir pseudocatalase,
outras podem apresentar reacdo positiva em meios contendo hematina ou sangue como um
dos componentes), podem ser anaerobias, anaerobias facultativas ou microaerofilas,
produzindo é&cido latico como produto do metabolismo primario. S&o0 micro-organismos
fastidiosos e estdo presentes em ambientes como vegetais, produtos carneos, lacteos e
cavidades humana (oral, respiratoria, gastrointestinal e vaginal) e animal (LAHTINEN et al.,
2011; FERREIRA, 2012; BYOND; MIN-TZE; SY-BING, 2014; CAl, 2014).

A grande variedade de habitats justifica a diversidade genética desse grupo (BRON;
KLEEREBEZEM, 2011). Atualmente, a classificacdo das bactérias laticas inclui seis familias:
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae, Lactobacillacea e
Streptococcaceae. Dentre estas, as familias Enterococcaceae, Leuconostocaceae,
Lactobacillacea e Streptococcaceae possuem a maioria dos géneros e espécies que sdo
essenciais para fermentacdo de alimentos, sendo usados como culturas fermentadoras. As
outras duas familias (Aerococcaceae e Carnobacteriaceae) estdo mais relacionadas com
contaminantes alimentares (KHANDELWAL et al., 2016).



20

Lactobacillaceae é a mais numerosa e heterogénea familia das bactérias laticas,
compreendendo cerca de 180 espécies, embora novas espécies sejam descritas
periodicamente. Esta familia consiste em bactérias ndo formadoras de esporos, podem se
apresentar na forma de cocos ou bacilos, podem ser moveis, geralmente aerotolerantes,
acidofilas, obrigatoriamente sacaroliticas, com diferenca no produto final da fermentagdo
(KOWALEZYK et al., 2016).

Dentro desta familia, destaca-se o género Lactobacillus que, em humanos, pode ser
encontrado no trato gastrointestinal, desde a cavidade oral (ALANDER et al., 1999) até o
material fecal (EL AILA et al., 2009). Lactobacillus também sdo importantes membros da
microbiota vaginal (CAl, 2014). O conhecimento do metabolismo de bactérias laticas deve-se
principalmente a este género, sendo o tipo de fermentacdo um importante critério taxonémico.

Geralmente, sdo especies que desempenham fermentacdo homolatica (chamado
metabolismo homofermentativo), produzindo mais de 85% de acido latico a partir de hexoses,
usando a via glicolitica (Embden-Meyerhoff-Parnas); bem como espécies heterofermentativas
facultativas que podem utilizar a via fosfogluconato sob certas condi¢bes de crescimento e
gerar acetato, etanol, CO, e lactato; e, finalmente, espécies cujo metabolismo é denominado
heterofermentativo obrigatdrio, que inclui a via das pentoses resultando na geracdo de lactato,
etanol, acetato e CO, (VALENZUELA et al., 2015; KOWALEZYK et al., 2016).

Como exemplo de micro-organismos pertencentes a cada tipo de metabolismo,
destacam-se trés grupos do género Lactobacillus: o grupo | que é homofermentativo: L.
acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus e L. salivarus, o grupo Il que é facultativo: L.
rhamnosus, L. casei, L. curvatus e L. sakei e o grupo Ill: L. brevis, L. buchneri, L. fermentum
e L. reuteri que é obrigatoriamente heterofermentativo (BYOND; MIN-TZE; SY-BING,
2014). Na Figura 1 podem-se verificar as principais vias metabolicas das bactérias acido

laticas.
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Figura 1 - Rota metabdlica da glicose em bactérias acido laticas.
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Muitas espécies de Lactobacillus s@o conhecidas por produzirem uma grande
quantidade de compostos quimicos que possuem atividade antimicrobiana, tais como acidos
organicos, compostos de baixo peso molecular e proteinaceos. Acidos organicos como
acetico, latico, propidnico, sorbico e benzdico sdao usados como conservantes quimicos de
alimentos para reduzir o crescimento de contaminantes (VARSHA; NAMPOOTHIRI, 2016).
Por outro lado, compostos proteinaceos, chamados de bacteriocinas, como a nisina, tem
mostrado efeito inibitério no crescimento e desenvolvimento de micro-organismos
contaminantes de alimentos como, por exemplo, Clostridium spp. Similarmente, a reuterina
produzida a partir do glicerol por algumas linhagens de Lactobacillus reuteri é outro
composto que possui um largo espectro de inibicdo contra patogenos (GYAWALI,
IBRAHIM, 2014).

Atualmente, bactérias do género Lactobacillus sdo encontradas em muitos, se ndo na
maioria, dos alimentos fermentados, particularmente em produtos lacteos, tais como iogurtes,
queijos e leites (KHANDELWAL et al., 2016). Anteriormente, estes micro-organismos eram
adicionados como parte do processo de fermentacdo, no entanto, cada vez mais estdo sendo
adicionados como suplementos alimentares (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010).

3.2 Probidticos

O conceito de probidtico foi desenvolvido no inicio do século XX pelo cientista russo
Elie Metchnikoff, ganhador do prémio Nobel em 1908, que sugeriu que a vida saudavel e
longa de camponeses bulgaros resultava do consumo regular de produtos lacteos fermentados.
Mais tarde, Metchnikoff encontrou micro-organismos vivos (Lactobacillus) no iogurte, no
qual ele relacionou os efeitos benéficos a estes micro-organismos (TRIPATHI; GIRI, 2014).

A definicdo amplamente utilizada sobre probidticos é a da FAO/WHO (Food and
Agriculture Organization) (2001): “Sdo micro-organismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, podem causar beneficios a saude do hospedeiro”. A ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), em sua resolugdo n°02/2002, definiu probioticos
da seguinte maneira: “micro-0organismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo”. Seguindo esta definicdo, o
International Life Science Institute (ILSI, 2002) e European Food and Feed Cultures
Association (EFFCA, 2003) também deram denominacBes similares: “Um ingrediente
alimentar microbiano que, quando consumido em quantidades adequadas, confere beneficios

a saude do consumidor” e “Micro-0organismos vivos que, quando ingeridos ou aplicados
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localmente em numero suficiente, promovem um ou mais beneficios comprovados ao
consumidor”, respectivamente.

Nota-se, a principio, que para serem declarados como probidticos, estes devem possuir
alegacdes de beneficio a saude do consumidor. Contudo, outros critérios devem ser adotados,
como os estabelecidos pela ANVISA (BRASIL, 2002) para incluir os probi6ticos como

constituintes funcionais:

caracterizacdo do micro-organismo quanto ao género, espécie e linhagem;

e producdo de toxinas e bacteriocinas;

e perfil de resisténcia a antimicrobianos e informacGes sobre a base genética da
resisténcia antimicrobiana, conforme metodologia descrita pela European Food Safety
Authority (EFSA);

e estudos disponiveis na literatura que descrevam efeitos adversos observados com a
linhagemem questéo (ex. relatos de casos);

e demonstracdo de eficacia;

e viabilidade.

A comprovacdo da eficacia para efeitos funcionais deve estar baseada em evidéncias
cientificas robustas, na qual a identificacdo e mensuracdo do efeito devem estar claramente
definidas como, por exemplo, no trabalho de revisdo de Patel & Underwood, (2018), em que
foram realizados ensaios randdémicos e obervacional, e relacionaram um forte efeito do
tratamento com probidticos na redugdo da enterocolite necrosante. Da mesma forma, as
alegacdes de saude devem estar baseadas em estudos epidemioldgicos (BRASIL, 2002).

Sobre a viabilidade, a ANVISA (BRASIL, 2002) define que a quantidade minima de
micro-organismos probidticos viaveis deve estar situada entre 10° a 10° Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC) na recomendacdo de uso diario do produto pronto para 0 consumo.
Valores menores podem ser aceitos, desde que a empresa comprove a eficacia funcional
através de estudos laboratoriais e clinicos. Ja a FAO/WHO (2001) afirma que o produto deve
conter mais que 10° UFC/g ap6s 42 dias de armazenamento.

Outros fatores importantes para o micro-organismo ser classificado como probidtico,
sdo: (1) ser de origem humana; (2) ndo ser patogénico, (3) resistir aos processos tecnoldgicos
permanecendo vidveis e com os aspectos funcionais presentes, (4) apresentar estabilidade ao

meio acido do estdmago e bile, (5) aderir ao tecido epitelial, (6) possuir habilidade para
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persistir dentro do trato gastrointestinal atraves do antagonismo aos patogenos e da
capacidade de colonizacdo, (7) produzir substancias antimicrobianas, (8) apresentar
habilidade de modular o sistema imune através da estimulacdo ou supressdo da resposta
imunoldgica e (9)influenciar atividades metabdlicas (FERREIRA, 2012).

A maioria dos probi6ticos pertence aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium,
engquanto Saccharomyces cerevisiae boulardii ¢ a Unica levedura com caracteristicas
probidticas comprovada, que € comercializada. A principal razdo para estes géneros é o
conhecimento do uso seguro (security safe) (TRIPATHI; GIRI, 2014). Dentre estes géneros
destacam-se: L. rhamnosus, L. casei, L. acidophilus, L. jonhsonii, L. plantarum, assim como,
B. brevis, B. bifidum, B. infantis, B. animalis como as principais relatadas na literatura
(FIGUEROA-GONZALEZ et al., 2011).

Muito dos efeitos benéficos causados pelos probioticos estdo relacionados com a
salde do intestino (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015). Lactobacillus kefiri LKFO1
mostrou uma forte capacidade de modular a microbiota intestinal, levando a uma reducgéo
significativa de varios géneros bacterianos diretamente envolvidos na resposta inflamatoria e
doencas gastrointestinais (TOSCANO et al., 2016). Lactobacillus reuteri DSM17938 foi bem
tolerado por criangas com diarreia aguda, diminuindo os sintomas da infecgcdo ap6s o periodo
de ingestdo do probiotico (DINLEYICI et al., 2015).

Por conseguinte, os probidticos promovem outras propriedades funcionais que vao
além do trato gastrointestinal, tais como: (1) melhoram a absorc¢do de calcio (TOSCANO et
al., 2016); (2) produzem vitaminas do complexo B (LI et al., 2016); (3) estimulam a atividade
imunomodulatoria (REN et al., 2015); (4) reduzem colesterol sérico (KUMAR et al., 2012);
(4) aumentam a satde da pele (CARAMIA et al., 2008); (5) controlam e previnem infeccBes
no trato reprodutivo e urindrio (ROSSI et al., 2010); e (6) previnem contra infec¢bes no trato
respiratorio (HOJSAK et al., 2010). E importante notar que os beneficios a satde s&o cepa-
especificos e ndo especificos de espécies ou géneros. Portanto, nenhum probidtico fornecera
todos os beneficios propostos, nem mesmo os da mesma espécie. Do mesmo modo, nem todas
as linhagens da mesma espécie serdo eficazes contra todos os problemas de salde
(FIGUEROA-GONZALES et al.,2011).

Em todos os casos, os efeitos benéficos sdo obtidos apenas quando 0 micro-organismo
alcanca o local apropriado de atuacdo, estando metabolicamente ativo e em quantidade
suficiente para exercer sua funcdo. Por ser o trato gastrointestinal o principal local de agéo,

existem muitos fatores que afetam a sobrevivéncia desses micro-organismos, como o nivel de
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acidez do estdbmago, o tempo de exposicao ao acido cloridico, a concentracdo de sais biliares,
o nivel da atividade da hidrolase de sal biliar e as espécies e linhagens utilizadas (DO
ESPIRITO SANTO et al., 2011).

Inicialmente, os probioticos devem atravessar o ambiente &cido do estbmago. Este € o
ponto onde a maior perda da viabilidade é esperada devido ao alto nivel de acidez. No geral, o
pH estomacal varia entre 1 e 2,5, podendo chegar até pH 5,0 em determinadas situagdes. Em
adicdo ao &cido, a pepsina também esta presente, auxiliando na degradacdo das proteinas
(COOK et al., 2012). Um segundo componente de estresse é a presenca dos sais da bile, que
provocam o comprometimento da membrana plasmatica dos micro-organismos, devido ao seu
carater anfifilico. No entanto, uma caracteristica funcional especifica dos probidticos é a
capacidade de resistir o sal biliar via hidrolase. As hidrolases bacterianas clivam a porcao
glicina ou taurina dos sais biliares conjugados, tornando este Gltimo menos bacteriostatico
(VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015). Por sua vez, os sais biliares acrescidos da
pancreatina sdo responsaveis por mais de 35% da perda da viabilidade (KONG; SING, 2008).

As linhagens probidticas requerem uma matriz especifica para garantir a sobrevivéncia
ao longo do trato gastrointestinal. O foco nas pesquisas esta na caracterizacdo dessas novas
linhagens e em como a matriz alimentar interage com 0s micro-organismos (BAKR et al.,
2015). Varios produtos ndo lacteos, tais como soja (ICIER et al., 2015), cereais
(SALMERON; THOMAS; PANDIELLA, 2015), frutas (PERRICONE et al., 2014), vegetais
(CORONA et al., 2016) e produtos a base de carne (CAVALHEIRO et al, 2015) tém sido
utilizados como transportadores de probiéticos para 0 homem.

Segundo os dados do Research and Markets (2016), o mercado global de probidticos
deverd totalizar renda de US$ 50,0 bilhGes até 2020, com uma taxa anual de crescimento de
8,0 %. Por sua vez, a evidéncia de aceitacdo mundial é refletida nos dados da Euromonitor
(2016) que mostram um aumento no consumo de probidticos, entre 2015 e 2020, de 26% na
América do Sul (NATURAL PRODUCT INSIDER, 2016). De acordo com Transparency
Market Research (2018), estima-se que a receita global gerada pelo mercado de probidticos
seja avaliada em cerca de US$ 6.762,2 milhGes no final de 2018 e devera aumentar a uma taxa
de 8,3 % ao longo do periodo de previsdao. O mercado global de probidticos deve ser avaliado
em aproximadamente US$ 12.753,4 milhdes até o final de 2026. Algumas das principais
empresas que operam no mercado global de probidticos sdo a Chr. Hansen Holding A/S,
BioGaia AB, Probi AB, Nestlé SA, DowDuPont Inc., Procter & Gamble, Probiotics
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International Limited, Lallemand Inc., Pfizer Inc., PharmaCare Laboratories, Dr. Willmar

Schwabe Group, SymbioPharm GmbH e outras.

3.2.1 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus é uma espécie de bactéria latica originalmente classificada
como subespécie de Lactobacillus casei (ORLA-JENSEN, 1919). Porém, estudos
taxonémicos (HANSEN; LESSEL, 1971) e genotipicos (TYNKKYNEN et al., 1999)
confirmaram diferencas entre as espécies e colocaram L. rhamnosus como espécie distinta de
L. casei. Lactobacillus rhamnosus tem sido isolada dos mais diversos habitats, como por
exemplo, trato intestinal humano, cavidade vaginal, oral e produtos lacteos. Tal
adaptabilidade confere a este micro-organismo a classificacédo de generalista (DOUILLARD
etal., 2013).

Esta espécie tem recebido o termo de Presun¢do Qualificada de Seguranca e, tendo um
longo historico de uso seguro, ela é considerada GRAS (Generally Regarded as Safe) pelo
Centers for Disease Control and Prevention National Institutes of Health (CDC, 2018). A
ANVISA também aprova o uso da espécie L. rhamnosus como probiotico, porém sem
especificar a linhagem (BRASIL, 2002). Uma das linhagens mais documentadas e utilizadas
comercialmente é L. rhamnosus GG, que foi isolada do intestino humano e caracterizada
extensivamente.

L. rhamnosus contém um genoma de 3,0 Mbp, estando entre os maiores das bactérias
lacticas. E heterofermentativo facultativo (MORITA et al., 2009) e cerca de 74% de todos os
isolados desta espécie podem, parcialmente ou totalmente, utilizar L-ramnose, um hidrato de
carbono do qual deriva o nome da espécie (DOUILLARD et al., 2013). Muitas linhagens
desta espécie possuem a capacidade de persistir na mucosa intestinal humana, uma vez que
produz pili, que sdo proteinas presentes na membrana com funcdo de adesdo e reproducéo
(KANKAINEN et al., 2009). A maioria das linhagens de L. rhamnosus € resistente a bile e a
diferenca nos perfis de resisténcia esta relacionada com o nicho e o tipo de linhagem (PITINO
etal., 2010; DOUILLARD et al., 2013).

Porém, ainda que a espécie L. rhamnosus se enquadre em alguns dos critérios de
classificacdo para ser chamada de probiotico, as linhagens devem ser bem caracterizadas.
Sabe-se que o efeito funcional é cepa-especifico e, por causa disso, nem todas as linhagens de

L. rhamnosus serdo resistentes a bile ou terdo capacidade de aderir ao tecido epitelial, por
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exemplo. Em diversos trabalhos, a linhagem ATCC 7469 tem sido relatada como probi6tico
por possuir caracteristicas funcionais que a enquadram como tal. L. rhamnosus ATCC 7469
apresentou maior resisténcia a compostos fenolicos quando comparada com patdgenos
entéricos (LACOMBE et al., 2012, 2013). Esta linhagem esta relacionada com atividade
antimicrobiana contra Shigella dysenteriae (MOORTHY et al., 2009), Escherichia coli
(CHANG; LIEW, 2012) e Candida albicans (DE OLIVEIRA et al., 2017).

L. rhamnosus ATCC 7469 apresentou habilidade de adesdo as células epiteliais da
mama bovina e acdo antimicrobiana contra patdgenos causadores de mastites (Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus xylosus) (DIEPERS et al., 2017). Bem como, demonstrou
elevada atividade imunomodulatéria contra patdégenos entéricos (DE OLIVERIA et al., 2017).

Por ser uma espécie amplamente utilizada, L. rhamnosus tem sido estudada em sucos
de frutas (RANDAZZO et al., 2013; MOREIRA et al., 2016; NEMATOLLAHI et al., 2016).
Mais especificamente, a linhagem ATCC 7469 foi estudada por Farias; Soares; de Andrade,
(2016) e Santos; Andrade; de Andrade, (2017) no suco do Maracuja da Caatinga. Enquanto

Andrade, (2017) analisou a sobrevivéncia de L. rhamnosusATCC 7469 no suco de goiaba.

3.3 Alimentos funcionais

Durante os ultimos anos, as industrias de alimentos vém percebendo uma mudanca na
preferéncia dos consumidores por alimentos que contribuem diretamente para sua saude, além
de promover a sensacdo de bem-estar. Por conta disso, os consumidores de alimentos tém
dado preferéncia a produtos que contenham ingreditentes com potencial de fortalecer o
organismo e a0 mesmo tempo prevenir e combater doencas, ou seja, alimentos ricos em
nutrientes com diferentes propriedades funcionais (SOUSA et al., 201). Dessa maneira, tem-
se chamado de alimentos funcionais aqueles que, além prover as fung¢des basicas nutricionais,
afetam positivamente uma ou mais funcdes fisioldgicas do organismo, favorecendo a saude,
melhorando a qualidade de vida e auxiliando na reducéo de riscos de enfermidades (SILVA et
al., 2016).

No Brasil, a legislacdo n° 18 e 19 de 30/04/1999, aprovada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ndo define o termo “alimentos funcionais”, mas sim alegagéo
de propriedade funcional que ¢ “aquela relativa ao papel metabdlico ou fisioldgico que o
nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras fungdes

normais do organismo humano”; e alega¢do de propriedade de saude que “¢é aquela que
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afirma, sugere ou implica a existéncia da relagéo entre o alimento ou ingrediente com doenca
ou condi¢do relacionada a saude”.

A ANVISA define quais sdo os ingredientes que podem ser classificados como
funcionais: fontes de fibras (inulina, frutooligossacarideos, polidextrose, beta glucana,
dextrina resistente, betaglucana, lactulose, entre outros), fitoesterdis, acidos graxos, 6mega 3,
além disso, a quitosana, o psillium, produtos com proteina de soja e probidticos (BRASIL,
2002). Por ser considerada uma nova tendéncia do mercado alimenticio, os alimentos
funcionais tem sido alvo de pesquisas nos ultimos anos, com o emprego de tecnologias para
obtengdo de produtos com alto valor agregado (SOUSA et al., 201). Segundo Santos et al.
(2016), o ingrediente funcional mais utilizado na inddstria alimenticia, apds as fibras
alimentares, foram os probioticos.

Novas categorias de produtos e matérias-primas, no que diz respeito aos probidticos,
sdo certamente os principais alvos das pesquisas para os mercados de alimentos funcionais.
As atuais tecnologias e inovagdes incluem encontrar solugdes para a estabilidade e viabilidade
dos micro-organismos em novos meios alimentares, como frutas, cereais e vegetais (SHORI,
2016).

Os alimentos fermentados de origem vegetal estdo cada vez mais sendo considerados
veiculos para a liberacdo de bactérias probidticas. O alto nivel de nutrientes benéficos em
frutas e vegetais como antioxidantes, vitaminas, fibras dietéticas e minerais, assim como, a
tendéncia atual do vegetarianismo e uma alta prevaléncia de intolerancia a lactose em muitas
populacbes ao redor mundo, poderia torna-los substratos ideais para probidticos (PERES et
al., 2012).

E fundamental a escolha de um veiculo alimenticio apropriado para as linhagens
probidticas, bem como a verificacdo da compatibilidade e adaptabilidade entre as linhagens
selecionadas e o referido veiculo. Entretanto, € importante salientar que um produto
probidtico deve conter uma ou mais linhagens definidas e bem caracterizadas, no sentido de
compreender os fatores determinantes sobre a funcionalidade probidética e os beneficios do
hospedeiro, ja que os efeitos probidticos sdo especificos para determinadas linhagens em
especial. A selecdo de linhagens probioticas deve ser direcionada aos efeitos desejaveis para o
produto especifico ou para a populagdo-alvo daquele produto (GAWKOWSKI; CHIKINDAS,
2013)

A eficacia medicinal dos produtos alimentares contendo probidticos depende do

numero de células viaveis por grama ou mililitro do produto no momento do consumo. E
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essencial garantir uma elevada taxa de sobrevivéncia dos probioticos durante a produgdo, bem
como durante a vida Util do produto, a fim de manter a confianca do consumidor nos produtos
probidticos (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Por fim, a avaliacdo sensorial na presenca de probi6ticos em determinados alimentos,
como, por exemplo, em sucos de frutas, tem importancia comercial vital. E necessario
compreender o impacto sensorial que culturas probioticas tém em sistemas nao leitosos e
como a fortificacdo probidtica influencia a aceitacdo do consumidor, em termos de aparéncia,
aroma, textura ou sabor (GRANATO et al., 2010).

3.3.1 Sucos de fruta como veiculos para probioticos

A adicdo de probidticos em sucos de frutas tem sido considerada um desafio na area
alimenticia, ja que as frutas podem combinar efeitos nutricionais com o valor agregado do
probi6tico, bem como apresentam boa aceitabilidade por possuir sabor atraente e
diversificado (PERRICONE et al., 2015). Sdo ricos em acucar, minerais e vitaminas, que
podem ser usados pelos probioticos, e ndo necessitam de culturas iniciadoras para competir
pelos nutrientes (SHAH et al., 2010). Além disso, 0s sucos contém naturalmente ou sdo
suplementados com eliminadores de oxigénio, a exemplo do &cido ascorbico, que promove
condigdes anaerdbicas ao meio (NUALKAEKUL; SALMERON; CHARALAMPOPOQULOS,
2011).

Devido a variedade da composic¢éo quimica dos sucos e a influéncia na sobrevivéncia
dos probioticos, a suplementacdo com estes micro-organismos deve ser melhor estudada. Um
importante critério deve ser considerado quando se pretende comercializar sucos de frutas
contendo probidticos: a viabilidade até o final do tempo de prateleira (SHORI, 2016). A
identificacdo dos fatores que podem influenciar a viabilidade sdo pH, presenca de perdxido de
hidrogénio e oxigénio dissolvido, concentracdo de metabolitos como &cidos latico e acético,
temperatura de armazenamento, natureza dos ingredientes adicionados, tipo de matriz
alimentar e, principalmente, tipo de linhagem utilizada (RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-
NAVARRO, 2010).

A sobrevivéncia de linhagens probioticas tem sido estudada em diferentes tipos de

sucos de frutas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Viabilidades de Lactobacillus spp. em sucos de frutas durante armazenamento refrigerado.

Linhagem Fruta Viabilidade (Log Tempode Referéncia
UFC/mL) armazena
mento
L. casei B442 Caju Aumentou de 8,4 até 28 Dias Pereira et al.
8,8 Log UFC/mL (2013)
L. casei B442 Abacaxi Aumentou de 7,4 até 28 Dias Costa et al.
8,6 Log UFC/mL (2013),
L. reuteri DSM Maca Reduziu de 8,3 até 7,3 36 dias Perricone et al.
20016 _ Log UFC/mL _ (2014)
Abacaxi 42 dias
Laranja 55 dias
Frutas 1 dia
vermelhas
L. plantarum Péssego Reduziu de 8,7 para 5,8 28 dias Pakbin et al.
DSMZ 20179 Log UFC/mL (2014)
L. delbrueckii Reduziu de 9,1 para 7,3 28 dias
DSMZ 15996 Log UFC/mL
L. casei Reduziu de 8,7 para 4,9 7 dias
DSMZ20011 Log UFC/mL
L. paracasei ssp. Maca Reduziu de 8,2 para 5,7 28 dias PIMENTEL et
paracasei Log UFC/mL al., (2015)
L. plantarum Cereja Reduziu de 8 até 3 Log 28 dias NEMATOLLA
ATCC 20174 UFC/mL Hletal., (2016)
L. casei ATCC Reduziu de 8 até 3 Log
393 UFC/mL
L. rhamnosus Reduziu de 8 até 1 Log
ATCC 7469 UFC/mL
L. rhamnosus GG Manga Aumentou de 8,3 até 30 dias MOREIRA et
9,0 Log UFC/mL al., (2016)
L. rhamnosus Maracuja da N&o ocorreu reducao 28 dias SANTOS et al.,
ATCC 7469 Caatinga (2017)
L. rhamnosus Goiaba Reduziu de 9,0 até 8,0 28 dias ANDRADE,
ATCC 7469 Log UFC/mL (2017)
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Os trabalhos descritos na Tabela 1 exemplificam a influéncia do tipo de fruta na
viabilidade de linhagens probidticas. E possivel verificar que a mesma linhagem pode
aumentar ou reduzir a viabilidade quando mantida em sucos diferentes (PEREIRA et al.,
2013; COSTA et al., 2013). O conhecimento sobre a composi¢do do suco de fruta é essencial
para o desenvolvimento de bebidas contendo probioticos. O suco de frutas vermelhas, por
exemplo, possui elevado teor de compostos fendlicos (PERRICONE et al., 2014). Estes
compostos estdo relacionados com maior reducéo na viabilidade das bactérias probidticas por
ter acdo bactericida. Além disso, as linhagens probidticas sdo mais sensitivas as condicbes
acidas dos sucos (PERRICONE et al., 2015).

3.3.1.1 Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.)

Dentro do género Passiflora, cerca de 200 espécies sdo originarias do Brasil, das quais
50 a 60 espécies produzem frutos comestiveis. Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. (Maracuja
amarelo ou azedo) é a espécie mais cultivada no Brasil, sequida de Passiflora alata Curtis
(Maracuja doce) e Passiflora quadrangulares (Maracuja gigante) (LIMA; CUNHA, 2004).
Embora as pesquisas com maracujazeiros estejam amplamente dirigidas as espécies cultivadas
e, principalmente, a P. edulis, existem varias espécies silvestres com potencial agronémico
que ndo tém recebido atencdo da pesquisa, como, por exemplo, Passiflora cincinnata Mast.,
de ocorréncia espontanea na regifo semiarida do Nordeste brasileiro (ARAUJO et al., 2008).

P. cincinnata Mast, conhecida popularmente como Maracuja da Caatinga, Maracuja
do mato, Maracuja-mochila, Maracuja-brabo ou Maracuja de casca verde, € uma espécie que
apresenta poliformismo quanto ao tamanho de frutos, ao colorido da flor, cor e gosto do suco
(Figura 2) (ARAUJO, 2007). O fruto apresenta casca de coloragdo verde-palha sem brilho, de
longa durabilidade, resisténcia ao transporte e manuseio, e sabor bem distinto quando
comparado aos frutos do maracujazeiro-amarelo (P. edulis f. flavicarpa Deg.) (OLIVEIRA,;
RUGGIERO, 2005).
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Figura 2 - Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.).

Fonte: https://sfagro.uol.com.br/(2017).

Maracuja da Caatinga € uma espécie perene que ocorre frequentemente na Caatinga do
Nordeste. E uma planta trepadeira, de gavinhas axilares, que necessita de suporte para
enramar. E bastante resistente as secas periddicas e se desenvolve na maioria dos solos argilo-
silicosos ou silico-argiloso, mas parece aceitar qualquer tipo de solo (ARAUJO et al., 2004).

As sementes do Maracuja da Caatinga sdo consideradas boa fonte de 6leo vegetal,
apresentando elevado teor de proteinas e lipideos, que pode ser utilizado na inddstria
alimenticia e, principalmente, farmacéutica e cosmética (ARAUJO et al., 2010). A polpa
apresenta pH proximo a 3,1, coloracdo amarelo-clara a esbranquicada e brix variando de 8 a
13 °Brix. O rendimento da polpa é em torno de 35%, quando extraida manualmente com
peneira, e de 50% quando extraida em despolpadora rotativa (ARAUJO et al., 2016).

Na regido Nordeste, 0 Maracuja da Caatinga é comercializado na entressafra do
Maracuja-amarelo, apresentando uma excelente op¢éo de renda para os pequenos agricultores,
uma vez que se trata de uma espécie adaptada as condi¢des locais de cultivo, por ser nativa da
regido (OLIVEIRA et al., 2010). A espécie tem despertado interesse devido ao potencial uso
como porta-enxerto na propagacdo do maracujazeiro-amarelo (ARAUJO et al., 2004),
considerando sua resisténcia a patégenos sistémicos como o Fusarium (ARAUJO et al.,
2012). A vantagem do cultivo desta espécie é sua natureza perene e sua resisténcia a seca,
pois se desenvolve em diversos solos do clima semiéarido, isto é, em condicGes absolutas de
sequeiro (ARAUJO et al., 2012).
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Além disso, essa espécie tem contribuido de forma importante em programas de
melhoramento vegetal. Araujo et al. (2008) analisarama divergéncia genética entre acessos de
P. cincinnata e concluiram a existéncia de variabilidade entre os acessos avaliados. Da mesma
maneira, Souza et al. (2012) relacionaram que a variabilidade genética entre os acessos do
Maracuja da Caatinga pode possibilitar seu uso como genitores divergentes com relagdo as
caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos.

Recentemente, a Embrapa Semiarido em parceria com a Embrapa Cerrado langou a
cultivar BRS Sertao Forte, fruto do melhoramento genético de acessos silvestres de Passiflora
cincinnataMast. de diferentes origens. A nova cultivar apresenta como caracteristicas de
destaque uma maior tolerancia ao estresse hidrico e o longo ciclo produtivo, quando
comparado as cultivares de maracujazeiro-amarelo disponiveis no mercado (ARAUJO et al.,
2016).

Em comparacdo as plantas silvestres do maracujazeiro (Passiflora cincinnata), o
Maracuja da Caatinga BRS Sertdo Forte apresenta maior produtividade e maior tamanho e
rendimento dos frutos,de forma a ter melhor aceitacdo no mercado (EMBRAPA, 2016). Nas
condigdes climaticas do estado de Pernambuco e no Cerrado do Planalto Central, este fruto
melhorado geneticamente tem produzido de 18 a 29 t/ha/ano em polinizacdo aberta e,
dependendo das condic¢es de manejo da cultura, pode atingir produtividade acima de 30 t/ha
no primeiro ano de producdo (EMBRAPA, 2016).

O Maracuja da Caatinga apresenta grande importancia como espécie proveniente do
extrativismo para complementacdo de renda de agricultores familiares, mediante a agregacao
de valor ao produto processado da polpa na forma de sucos (FARIAS; SOARES; GOUVEIA,
2016; ANDRADE, 2017; SANTOS; ANDRADE; GOUVEIA, 2017), geleias (CASTRO;
RYBKA, 2016; RYBKA et al., 2015), iogurte (SOUZA et al., 2013), molho (TORREZAN et
al., 2015), doces (ZUCARELI et al., 2009; ARAUJO et al., 2016). Além disso, 0 crescente
interesse dos consumidores por frutas tropicais, aliado ao nimero cada vez maior de pequenas
industrias de processamento de frutas para a produgdo de polpa, podera tornar os produtos
derivados dessa fruta um negocio rentavel (AZOUBEL et al., 2010). Pouco se tem publicado,
em artigos cientificos, dessa fruta. A EMBRAPA detém a maior parte das publicacdes acerca

do Maracuja da Caatinga.
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3.4 Encapsulacgéo

A encapsulacdo consiste numa técnica de empacotamento que envolve a elaboracao de
microcéapsulas circundando pequenas particulas de solidos, goticulas de liquidos ou dispersdes
de solidos em liquidos numa matriz polimérica, permitindo a liberacdo controlada das
substancias ativas de uma forma direcionada ou sob condi¢bes especificas (LAM,;
GAMBARI, 2014). O processo de encapsulacdo tem sido aplicado em diferentes areas,
incluindo a farmacéutica, agricola, terapéutica e alimenticia, sendo o seu principal objetivo
proteger os ingredientes ativos do nucleo contra fatores ambientais externos, tais como acidez,
alcalinidade, evaporacéo, calor, oxidacéo, luz ou umidade (RATHORE et al., 2013).

As capsulas podem ser de tamanho nanométrico (nano-encapsulamento), micrométrico
(microencapsulacao) ou milimetrico. A substancia encapsulada pode ser chamada de nucleo,
preenchimento, fase ativa ou interna, enquanto que a substancia que encapsula o agente ativo
pode ser chamada de revestimento, membrana, capsula, material de suporte ou fase externa
(RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

A encapsulacdo apresenta diversas aplicacdes na industria de alimentos, podendo ser
utilizada para proteger o material encapsulado do ambiente externo, evitando sua degradagéo;
para liberagédo controlada do material ativo; para controlar reagdes oxidativas; mascarar sabor,
cor ou odor desagradavel; isolar componentes que reagem com outros dentro da matriz do
alimento; prolongar a vida util e proteger o valor nutricional (BOSCARIOLI, 2010;
MENEZES et al., 2013)

No que diz respeito aos probidticos, a imobilizacdo celular por encapsulacdo ou
aprisionamento envolve o revestimento ou o aprisionamento de células microbianas dentro de
um material polimérico para produzir condi¢cBes que sdo permeaveis & nutrientes, gases e
metabdlitos, mantendo a viabilidade celular dentro das céapsulas. Dependendo do tipo de
aplicacdo, as células microbianas podem ser encapsuladas para fins de isolamento, protecdo
e/ou liberacdo controlada, por exemplo, ao longo do trato gastrointestinal (BURGAIN et al.
2011; RATHORE et al. 2013). No presente trabalho, a encapsulagdo de L. rhamnosus foi
aplicada com a intencdo de prolongar a viabilidade do probidtico no suco do Maracuja da
Caatinga.

Diferentes tipos de mecanismos podem ser utilizados para acionar aliberagdo das
capsulas em areas especificas do organismo, tais como alteracdo de pH, ruptura mecénica,
temperatura, acdo enzimatica, forca osmética, dentre outras (BURGAIN et al., 2011; COOK

et al., 2012). O confinamento destas células proporciona um obstaculo entre os probidticos e
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as condi¢bes ambientais severas, protegendo contra danos mecanicos e quimicos, mantendo
relativo crescimento e atividade metabdlica do microrganismo por um periodo maior de
tempo (CHAMPAGNE et al., 2011; MENEZES et al., 2013; RATHORE et al. 2013).

Além dos beneficios causados pela encapsulacdo de probidticos, alguns obstaculos
podem estar relacionados com a perda da viabilidade das células encapsuladas. A
imobilizacdo pode resultar em mudangas nas propriedades fisico-quimicas do microambiente
em que as células microbianas se encontram, tais como a presenca de cargas idnicas, acimulo
de metabolitos celular, escassez de nutrientes dentro das capsulas, atividade de agua reduzida,
pressdo osmotica alterada e tenséo superficial modificada (RATHORE et al., 2013).

As microesferas sdo quase exclusivamente produzidas utilizando polimeros sollveis
em agua que proporcionam um elevado grau de permeabilidade para nutrientes e metabolitos
de baixo peso molecular, proporcionando assim condigdes 6timas para o funcionamento de
células microbianas imobilizadas (COOK et al., 2012). E essencial que o processo de
encapsulacdo seja realizado sob condigGes relativamente brandas para assegurar a alta
viabilidade das células encapsuladas. E também necessério que as microesferas possuam uma
boa estabilidade mecanica de modo a suportar o crescimento da cultura em longo prazo (DE
VOS et al., 2013).

A escolha correta do material de revestimento é muito importante porque influencia a
eficiéncia de encapsulacdo e a estabilidade da microcdpsula. Alguns fatores devem ser
levados em consideracdo na escolha do material, como: capacidade de selar e manter o
material ativo dentro da estrutura durante o processamento ou armazenamento; Sser
quimicamente ndo reativo com o material encapsulado eser de facil manipulacdo para o
processamento. Varios polimeros sdo utilizados como matriz encapsulante, como, por
exemplo, alginato, carragena, gelatina, carboximetilcelulose, pectina, amido, goma xantana,
goma gelana, goma acacia e proteina do soro do leite (BURGAIN et al., 2011; DE VOS et al.,
2013; RATHORE et al., 2013; LAM; GAMBARI, 2014; MARTIN et al., 2015).

3.4.1 Pectina

As pectinas constituem um grupo de substancias com expressivo interesse pela
industria de alimentos. Nas ultimas décadas, estes compostos vém sendo utilizados
essencialmente como aditivo alimentar, sob a forma de agente espessante e agente geleificante
(PATEL; GOYAL, 2012). Foi avalida e declarada como inofensiva do ponto de vista
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toxicologico, pelo JECFA (Join FAO/WHO Expert Committee on Food Additives). A pectina
¢ geralmente considerada um aditivo alimenticio extremamente seguro e seu uso €
reconhecido pelo Codex Alimentarius Internacional. Nos Estados Unidos, a FDA (Food and
Drug Admnistration) reconhece as pectinas como GRAS (Generally Recognized As Safe) e no
Brasil, a ANVISA, no uso de suas atribuicdes legais e, considerando que a pectina ocorre
naturalmente em frutas, especialmente em frutas citricas e macés, sendo, portanto, parte da
dieta normal, tem seu uso permitido pela legislacdo brasileira (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2014).

A estrutura basica de todas as moléculas de pectina consiste em uma cadeia linear de
unidades a-D-acido galacturénico. Algumas pectinas contém cadeias de arabinogalactanas
ramificadas ou cadeias curtas, compostas de unidades de D-xilose na cadeia de
ramnogalactoglicana. Outras pectinas possuem diferentes tipos de cadeias constituidas por
acidos urénicos, hexoses, pentoses e metilpentoses (CANTERI et al., 2012). A Figura 3
apresenta uma representacdo da estrutura da pectina com os diferentes acucares presentes na

composicao.

Figura 3 - llustracdo da estrutura da pectina com variados agUcares.
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Fonte: Canteriet al. (2012).

As pectinas sdo subdivididas em funcdo do grau de esterificacdo ou metoxilacéo:
pectinas de alta esterificacdo possuem o grau de metoxilacdo superior a 50 %; pectinas de
baixa esterificagdo tém menos que 50 % da estrutura metoxilada (MENEZES et al., 2015).
Em ambos os casos, 0s grupos carboxilas remanescentes estédo presentes como uma mistura na

forma de acidos livres (-COOH) e sais (-COO-Na+). O grau de amidacdo indica a
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porcentagem de grupos carboxilas na forma amida. Os graus de metoxilacdo e de amidacéo
influenciam fortemente as propriedades funcionais, tais como solubilidade, capacidade de
gelificacdo, temperatura e condicdes de gelificacdo das pectinas (CANTERI et al., 2012;
FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2014) (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura geral da cadeia de acido-D-galacturdnico.
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Fonte: http://www.fcfar.unesp.br (2018).

A capacidade de formacdo de géis pela pectina estd relacionada a quantidade de
grupos polares livres (como as hidroxilas), aos eletrolitos presentes no meio, a concentracdo
da pectina na dispersao, como também, ao grau de metilagdo (PATEL; GOYAL, 2012). Geis
de pectina originam-se através da associagdo com um polication formado de ligagdes
cruzadas, que geram uma rede cristalina tridimensional onde as moléculas de agua e os co-
solutos ficam presos em maxima coalescéncia (MENEZES et al., 2015). As caracteristicas
eletrostaticas e a formacao de geis conferem a pectina 6timas propriedades para ser utilizada
como material de revestimento na formacao de microcapsulas. H4& menos informacées sobre o
uso de pectina como carreador de bactérias probioticas que o alginato.

Muitos trabalhos apresentam a encapsulacdo de probidticos utilizando pectina em
conjunto com outros materias poliméricos, como: pectina e amido (DAFE et al., 2017),
pectina e alginato (SANDOVAL-CASTILLA et al., 2010; ECKERT et al., 2018; VAZIRI et
al., 2018), pectina e soro de leite (GEREZ et al., 2011; SOUZA et al., 2012; GEBARA et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2014). Poucos trabalhos citam a encapsulacdo utilizando apenas
pectina (FRAEYE et al., 2010; BRINQUES et al., 2011; VOO et al., 2011; KASTNER et al.,
2012; NUALKAEKUL et al.,, 2013; ZHANG et al.,, 2016; LARSEN et al., 2018;
GHIBAUDO et al., 2017).


http://www.fcfar.unesp.br/
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3.4.2 Métodos de encapsulagéo

Existem varias técnicas disponiveis para encapsulacdo de compostos alimentares. A
escolha do método depende da aplicagdo que seré dada a microcapsula (DE VOS et al., 2010).
Muitas tecnologias baseiam-se na secagem, desde que a maioria dos compostos ativos esta
sob a forma liquida. Diferentes técnicas como secagem por atomizagdo (spray drying),
secagem em leito fluidizado (spray-bed-drying), revestimento em leito fluidizado (fluid-bed
coating), atomizacdo a frio (spray-chilling) e injeccdo por fusdo (melt injection) sdo
disponiveis para encapsular (NEDOVIC et al., 2011). No entanto, estas técnicas podem néo
ser adequadas para encapsulacdo de probidticos, pois requer a aplicacdo de altas temperaturas
e solventes organicos, o que pode ser prejudicial aos micro-organismos (SANTOS;
FINKLER, 2014).

Existem técnicas amplamente conhecidas que ndo usam a secagem como forma de
encapsulagdo, como a emulsdo, coacervacdo e extrusdo. A emulsdo € definida como um
processo de dispersao de um liquido, contendo o agente ativo, num segundo liquido imiscivel.
Existem duas combinagfes dependendo do tipo de material a ser encapsulado: emulsdes
agua/oleo ou emulsdes oleo/agua e agua/dleo/agua para emulsbes duplas (DE VOS et al.,
2010).A técnica de coacervacdo consiste na separacdo de uma ou mais fases de polimeros
incompativeis do material de interesse. Essa mudanca de fases ocorre pela mudanga no pH
(adicao de acido ou base), na temperatura ou na composic¢ao das solu¢des (NEDOVIC et al.,
2011).

A técnica de extrusdo € o método mais popular devido a sua simplicidade, baixo custo
e condicbes de formulacdo brandas que garantem alta viabilidade celular. A preparacéo
envolve a mistura da solucdo contendo o agente reticulante, adicionando o composto bioativo
e extrusando a suspensdo através de uma agulha de seringa numa solucéo de CaCl,, formando
as capsulas (COOK et al., 2012; MARTIN et al., 2015). Os fatores que podem afetar o
tamanho das particulas incluem o didmetro do orificio da agulha, a viscosidade e fluxo da
solucdo polimérica, a distancia entre a agulha e a solucdo reticulante, a concentracdo e a
temperatura da solucédo polimérica (COOK et al., 2012). Na Figura 5 pode-se verificar um

esquema do processo de encapsulacdo por extruséo.
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Figura 5 - Esquema de encapsulacdo pelo método de extrusao.

Solucdo ) Suspensio

polimérica . ) bacteriana

Mistura do material
encapsulante +
suspensio bacteriana

= Extrusio

Solucdo de
CaClz

Fonte: Adaptado de Menezes et al. (2015).

A producdo de particulas sem a utilizacdo de solventes organicos torna a técnica de
extrusdo crescente e promissora, especialmente para a encapsulacdo de farmacos, células
vivas e para inclusdo de compostos de interesse alimentar (PATIL et al., 2010). Uma
desvantagem dessa técnica é a formacdo de capsulas grandes, variando entre 1 a 3 mm. Para
aplicacdes em alimentos, o diametro médio das particulas é uma das caracteristicas mais
importantes. As capsulas devem ser suficientemente pequenas para evitar um impacto
sensorial negativo. Rathore et al. (2013) reportaram que o tamanho ideal para cépsulas
contendo probidticos é entre 1 — 1000 um, pois nessa faixa ocorre difusdo eficiente dos
nutrientes, oxigénio, bem como, metabdlitos. Por sua vez, Heidebach et al. (2009) afirmaram
que o tamanho medio desejavel para aplicacdo em alimentos é aproximadamente 100 pm.

Um novo sistema de encapsulacdo vem sendo aplicado para manutencdo de bactérias
probidticas encapsuladas, que é o encapsulamento por extrusdo seguido da secagem por
liofilizacgdo (ALBADRAN et al. 2015; TOMAS et al., 2015; RIBEIRO et al., 2014;
ETCHEPARE et al., 2016; LI et al., 2016; XU et al., 2016; HALIM et al., 2017; MOUMITA
et al., 2018). Este € um método em que as capsulas sdo submetidas a baixas temperaturas,
resultando na formacédo de cristais de gelo e a sublimacdo dos cristais de gelo sob presséo
reduzida, resultando na formagdo de produto seco poroso (DOLLY et al., 2011). A
liofilizacdo, dentre as técnicas de secagem, é um processo que combina condi¢des brandas de

operacgdo, como a temperatura de secagem a vacuo e o congelamento (BROECK et al., 2016).
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Além disso, esta € a técnica mais adequada para a desidratacdode materiais sensiveis ao calor
e materiais biologicos (RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

O principal motivo que influencia o uso da liofilizacdo é a diminui¢do da umidade nas
capsulas. O contetdo de agua (Aw) de particulas probidticas € um fator critico que pode
influenciar a estabilidade da bactéria durante o armazenamento (ETCHEPARE et al., 2016).
Apesar de algumas limitagbes do processo de liofilizacdo a nivel industrial, que incluem os
custos operacionais e de capital elevado, devido as baixas temperaturas, alto vacuo e longo
tempo de residéncia exigido (BROECKY et al., 2016), a encapsulagdo de micro-organismos
probidticos e secagem em liofilizador em conjunto sdo alternativas viaveis para manutencdo
por longos periodos e uso em qualquer veiculo alimentar (MARTIN et al., 2015).

Os trabalhos que estdo usando essa abordagem de imobilizacdo celular objetivam,
principalmente, aumentar o tempo de viabilidade dos probidticos durante 0 armazenamento
sob diferentes temperaturas, mas sem a adi¢do dos produtos liofilizados em veiculo alimentar.
No estudo desempenhado por Tomas et al. (2015), os autores estudaram a viabilidade de L.
reuteri CRL encapsulado com alginato por extrusdo e posterior liofilizacdo. As capsulas com
e sem liofilizacdo foram armazenadas em temperatura ambiente e refrigeradas durante 60
dias. Os autores observaram que nas capsulas sem liofilizacdo as células ndo estavam mais
vidveis em 20 dias de armazenamento, independente da temperatura. Porém, nas cépsulas
liofilizadas, L. reuteri CRL permaneceu viavel apenas na condicédo refrigerada, apresentando
viabilidade acima de 7 Log UFC/mL por 60 dias.

Contudo, quando Halim et al. (2017) encapsularam L. casei com alginato, utilizando
as mesmas técnicas, ou seja,extrusdo seguida de liofilizacao, os autores verificaram o mesmo
padrdo de sobrevivéncia nas capsulas liofilizadas. Isto é, quando armazenadas sob
refrigeracdo, as células ficaram vidveis por 85 dias, apresentando reducdo de 40 % na
sobrevivéncia. Porém, quando armazenadas em temperatura ambiente, as células ndo estavam
mais vidveis nesse periodo. Os autores ndo analisaram capsulas néo liofilizadas.

Resultados diferentes foram observados por Etchepare et al. (2016) quando
liofilizaram cépsulas de alginato contendo L. acidophilus e verificaram que a viabilidade
permaneceu acima de 6 Log UFC/mL tanto nas capsulas integras quanto liofilizadas
armazenadas seja em temperatura ambiente ou refrigeradas por 60 dias.

Por conseguinte, nos estudos desempenhados por Albadran et al. (2015) e Moumita et
al. (2018) os autores empregaram outras técnicas de secagem, apds a etapa de extrusdo, para

comparar com a secagem por liofilizacdo. Albadran et al. (2015) analisaram a influéncia das
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técnicas de fluid bed drying e freeze drying apds a encapsulacao L. plantarum NCIMB 8826
por extrusdo, usando alginato e quitosana. Os autores observaram reducdo de 0,8 e 1,3 log
apos a secagem por leito fluidizado e liofilizacédo, respectivamente. Entretanto, Moumita et al.
(2018) verificaram reducéo de 0,55 e 0,80 Log quando Enterococcus faecium encapsulado
com alginato, por extrusdo, foi submetido a secagem por liofilizacdo (freeze drying) e
pulverizagéo (spray-drying), respectivamente.

Apesar de a secagem ser aplicada como uma técnica de encapsulacao individualizada,
na qual os materiais encapsulantes sdo tidos como crio ou lioprotetores (maltodextrina e soro
de leite, por exemplo), a incorporacdo de outros métodos de encapsulacdo acoplados a
secagem favorece o estudo de novos materiais de revestimento na protecdo de organismos
probidticos, como alginato, carragena, e pectina, por exemplo. O alginato é o principal
polissacarideo utilizado nessa nova abordagem de encapsulacdo, independente da técnica
precedida a liofilizacdo (ALBADRAN et al., 2015; ETCHEPARE et al., 2016; HOLKEM et
al., 2016; XU et al., 2016; MOUMITA et al., 2017; HALIM et al., 2017; SANCHEZ et al.,
2017; MOUMITA et al., 2018). Outros trabalhos usaram gelatina (SILVA et al., 2018) e
xantana (TOMAS et al., 2015) como material encapsulante. Contudo, poucos estudos foram
publicados utilizando a pectina como agente encapsulante (SHOJI et al., 2013; RIBEIRO et
al, 2014 e Ll et al., 2016).

Ribeiro et al. (2014) encapsularam L. acidophilus LA-5 pelo processo de extrusédo e
coacervacdo usando pectina e soro de leite como material de parede e revestimento,
respectivamente. As capsulas foram, entdo, liofilizadas e adicionadas ao iogurte para analise
da viabilidade. A reducdo de 0,2 Log foi observada na viabilidade de L. acidophilus
encapsulado com e sem liofilizagdo, depois de 35 dias de armazenamento refrigerado.

Quando Shoji et al. (2013) encapsularam L. acidophilus com pectina, pelo complexo
de coacervacdo seguido da liofilizacdo, observaram reducdo de 2,53 Log com 120 dias de
armazenamento refrigerado (7°C). Porém, a 37°C as células ndo estavam mais viaveis apés 30
dias de armazenamento. Posteriormente, os autores adicionaram as cépsulas liofilizadas ao
iogurte e verificaram que a viabilidade permaneceu acima de 7 Log UFC/mL em 28 dias de
refrigeracéo.

No trabalho de Li et al. (2016), L. rhamnosus GG foi encapsulado pela técnica de
extrusdo usando pectina e glicose como material de parede e crioprotetor, respectivamente, e
as capsulas foram liofilizadas. Nesse trabalho, os autores analisaram a influéncia do

crioprotetor na sobrevivéncia do probidtico apds a liofilizacdo e verificaram reducdo em torno
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de 25 % e 10 % da viabilidade nas capsulas sem e com criprotetor, respectivamente, apos o
processo.

Como foi dito anteriormente, a maioria dos trabalhos publicados com a nova
abordagem de encapsulacdo objetivou apenas acompanhar a viabilidade dos probioticos
durante a estocagem, variando a temperatura de armazenamento, sem a adi¢cdo do produto
funcional em nenhum meio formulado. Somente nos trabalhos de Shoji et al. (2013), Ribeiro
(2014), Moumita et al. (2017, 2018) e Tomas et al. (2015, foi visto inclusdo dos probidticos
em produtos formulados para consumo. Em nenhum destes trabalhos houve a adicdo dos
probidticos em sucos de fruta. Diante disso, o presente trabalho possui carater inovativo, tal
que a viabilidade do probidtico encapsulado é acompanhada em uma matriz alimentar, sendo
a bebida a base do Maracuja da Caatinga, o veiculo de incorporacdo das capsulas produzidas

com e sem liofilizag&o.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e processamento dos frutos

Os frutos de Passiflora cincinnata Mast. foram provenientes da cidade de Tapiramita-
BA, situada a uma latitude de 11°5050" sul, longitude 40°4729" oeste e altitude de 820
metros. Ao chegarem ao Laboratério de Bioprocessos e Bioprodutos (LABBIO), os frutos
foram lavados em agua corrente e sabdo neutro para a retirada das sujidades e colocados em
bancadas para secar naturalmente. Os maracujas foram cortados manualmente com faca de
aco inoxidavel e, em seguida, o fruto despolpado e desmembrado das sementes com o auxilio
de uma peneira. A polpa foi guardada em freezer (- 20 °C) em frascos de vidro esterelizados.
Posteriormente, a polpa foi submetida as analises de ART, pH, Acidos citrico e malico,

proteinas e Brix.

4.2 Micro-organismo

A linhagem de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 foi adquirida na forma
liofilizada da ATCC (American Type Culture Collection, USA). Para a sua ativacdo e
manutencéo, a cultura foi reidratada em caldo MRS (Merck, Darmstadt, Germany) e incubada
por 24 horas a 37°C. Posteriormente, a suspensao celular foi distribuida em tubos inclinados
contendo MRS 4&gar e reincubada por 24 horas a 37°C. Apds esta etapa, a cultura celular foi
ressuspendida em glicerol (10 % V/V), distribuida (1 mL) em eppendorf e mantida em freezer
a—20°C.

4.3 Indculo e fermentacdo

Para o preparo do inéculo, a cultura mantida em glicerol (10 % V/V) foi transferida
para Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de caldo MRS a 37°C durante 24 h. Aliquotas
foram retiradas para adicdo nos meios do Maracuja da Caatinga, os quais foram preparados
sob diferentes concentracdes de polpa, de acordo com as etapas do estudo. Os meios foram
previamente pasteurizados a 65°C por 35 min e, imediatamente colocados em banho de gelo.
O pH foi ajustado para 6,0 com NaOH (1M) e as fermentacgdes foram realizadasa 37°C por 24

horas.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
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4.4 Planejamento experimental

Foi aplicado um Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 com quatro
pontos axiais e 2 pontos centrais na replicata, totalizando 10 ensaios, para investigar a melhor
condigédo de cultivo para a relacdo entre a viabilidade final de L. rhamnosus e o pH, assim
como a producdo de &cido latico. As duas varidveis independentes foram x; para concentracdo
do indculo e x, para concentracdo de polpa (Tabela 2). E as variaveis dependentes foram a
viabilidade, pH e concentracdo de acido latico. O modelo polinomial gerado em funcdo das
duas variaveis, de acordo com as respostas preditas, estdo representados na Equacao 1.

9i = bg + bixy +byXy + byix{ + bypx3+biox X, Eq. (1)

Onde:i=1le2

y,€ arazdo entre Log (UFC/mL) final e pH; ¥, é a concentracdo de &cido latico.

Tabela 2 - Fatores e niveis do planejamento composto central rotacional.

Niveis
Fatores
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Inoculo (% V/IV) 0,09 0,5 15 2,5 2,91
Polpa (% V/V) 295 5 10 15 17,05

Um estudo cinético foi desempenhado sob as melhores condi¢cdes de fermentagédo
preditas pelo modelo polinomial. A cinética da fermentacdo ocorreu a 37°C por 27 horas.
Aliquotas foram coletadas para analise de pH, viabilidade, acUcares redutores totais (ART) e
acidos organicos (citrico, malico e latico).

4.5 Incorporacao do probidtico na bebida do Maracuja da Caatinga e avaliacdo do
armazenamento refrigerado

Trés sucos probidticos foram formulados e avaliados durante 28 dias de
armazenamento refrigerado a 4 °C. Os sucos ndo fermentados B1 e B2 diferiram quanto a

origem do indculo. Ou seja, no suco B1 o inoculo foi proveniente do meio MRS caldo e no
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suco B2, o in6culo foi proveniente da uma etapa prévia de fermentacdo realizada no meio de
Maracuja da Caatinga, meio este que foi definido nas melhores condi¢cdes preditas pelo
DCCR. A bebida fermentada B3 foi proveniente da validacdo do DCCR.

Os sucos ndo fermentados (B1 e B2) foram elaborados contendo 20 % (V/V) de polpa
do Maracuja da Caatinga e 10 % (V/V) de indculo. E importante citar que estes suscos
tiveram composicédo diferente da definida no DCCR para polpa e inéculo pois precisavam se
enquadrar na legislacao para sucos de fruta ndo fermentado. O valor de polpa, nos sucos ndo
fermentados, foi definido de acordo o Padréo de Identidade e Qualidade para Suco Tropical
de Maracuji adogado (BRASIL, 2003). Concomitante, o valor de inéculo foi maior que o
predito pelo DCCR, tal que nestes sucos ndo houve crescimento microbiano através da
fermentacdo, mas apenas incorporacdo do probidtico aos sucos. Nas trés bebidas (B1, B2 e
B3) foram adicionados 10 % (m/V) de sacarose, valor maximo estipulado pela legislacdo
brasileira para bebidas adocadas (BRASIL, 2009). Foram coletadas amostras para analise da
viabilidade, ART, acidos organicos e pH.

Na Figura 6 é apresentado um esquema da metodologia aplicada para elaboragdo dos
Sucos.

Figura 6 - Esquema da metodologia aplicada na elaboracdo dos sucos probi6ticos contendo células livres.

MRS
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Fonte: A autora, 2018.
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4.6 Producdo das cépsulas

4.6.1 Preparo das células para encapsulacéo

A ativacdo e o inoculo do micro-organismo seguiram a mesma metodologia descrita
nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. Apds o indculo em MRS, as células foram centrifugadas
a 10.000 rpm (3,468 g) por 10 min e ressuspendidas em salina (0,9 % m/V) para posterior

adicdo em pectina.

4.6.2 Preparo das capsulas pelo método de extrusdo

As cépsulas foram preparadas pelo método de extrusdo segundo a metodologia de
Nualkaekul et al. (2013). Previamente, 1 mL da suspenséo celular, produzida como descrito
na secdo 4.6.1, foi misturada em 9 mL de Pectina Citrica de baixo grau de metoxilacdo
(Genu®). Antes do uso, as solugdes polimeéricas foram pasteurizadas a 72°C por 30 min e
imediatamente colocadas em banho de gelo, subsequente usada para revestimento. A mistura
células/pectina (1 mL) foi extrusada através de uma agulha com didmetro de 0,7 mm em 10
mL de solugdo de CaCl, (0,15 M) (Vetec). As capsulas permaneceram na solucao por 30 min
e depois foram lavadas com agua destilada estéril.

Inicialmente, experimentos preliminares de encapsulacdo foram realizados variando a
concentracdo de pectina: de 0,5 a 5 (% m/V). Apos esta etapa, um planejamento experimental
foi proposto baseado na condicdo que apresentou melhor resultado em relagédo a eficiéncia da
encapsulacdo. Foi aplicado um Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2% com
guatro pontos axiais e 2 pontos centrais, totalizando 10 ensaios, para investigar a influéncia da
concentracdo de pectina e de CaCl, na eficiéncia da encapsulacdo. As variaveis independentes
foram x; para a concentracdo de pectina e X, para a concentracdo de CaCl, (Tabela 3). A
variavel dependente foi a eficiéncia da encapsulacdo, determinada no item 4.7. Os dados

foram ajustados de acordo com a equacéo 1 (ltem 4.4).
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Tabela 3 - Fatores e niveis do segundo planejamento composto central rotacional.

Fatores Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Pectina (% m/V) 3,29 3,50 400 4,50 4,70
CaCl, (M) 0,08 0,10 0,15 0,20 0,22

A validacdo do modelo foi realizada através da analise da eficiéncia da encapsulagédo

com a melhor condicao proposta pelo modelo polinomial gerado.

4.6.3 Influéncia do método de liofilizagdo na viabilidade do probidtico

Apo6s o preparo das cépsulas obtidas pelo método de extrusdo, estas foram,
posteriormente, submetidas ao processo de liofilizacdo. A etapa de liofilizagdo ocorreu no
Laboratorio de Bioprocessos, no Centro Académico de Vitoria. Para a obtencao de capsulas
liofilizadas, as capsulas Umidas foram congeladas em freezer a -80°C por 12 horas e, em
seguida, liofilizadas a — 50°C por 24 horas sob vacuo (1,720 mT) no liofilizador (Virtis SP
scientific, Sentry 2.0). Quatro tipos de capsulas liofilizadas foram elaboradas (L1, L2, L3 e
L4), as quais variaram quanto a presenca do crioprotetor (L3 e L4) e do suco de Maracuja
(L2) na composicao. A condigdo controle foi sem crioprotetor e sem suco (L1).

O suco de Maracuj utilizado na composicao das capsulas liofilizadas L2 foi composto
de 20 % (V/V) de polpa e 10 % (m/V) de sacarose. Esta condigéo foi preparada com o intuito
de se ter um suco probidtico instantaneo, isto €, um produto formulado desidratado composto
pelo suco funcional. Enquanto, o criopotetor utilizado nas capsulas liofilizadas L3 e L4 foi a
sacarose (10 % m/V). As céapsulas contendo crioprotetor diferiram quanto ao momento de
adicdo. Na condicdo L3, as cépsulas de pectina provenientes da etapa de extrusdo foram
ressuspendidas em solucdo de sacarose e liofilizadas. No tipo L4, as capsulas foram
preparadas adicionando sacarose a pectina, ainda na etapa de extrusdo e, posteriormente,
liofilizadas. A formulacdo das quatro condi¢des é apresentada na Figura 7.

Apos a liofilizacdo, as capsulas liofilizadas (L1, L2, L3 e L4) foram armazenadas em
temperatura ambiente e a viabilidade analisada com 0, 30 e 60 dias. A eficiéncia da

liofilizacdo e a viabilidade foram determinadas nos itens 4.7 e 4.8, respectivamente.



Figura 7 - Esquema dos processos de elaboracdo das capsulas com e sem liofilizacéo.
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Fonte: A autora, 2018.

4.7 Eficiéncia da encapsulacéo

As cépsulas de pectina com e sem liofilizacdo foram dissolvidas para determinar a

L3

L4
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viabilidade e, assim, calcular a eficiéncia da encapsulacdo por extrusdo, bem como a

eficiéncia da liofilizagdo. Uma massa de 1 g de capsulas sem liofilizacdo e 0,1 g de capsulas

liofilizadas foram desintegradas em 10 mL de tampdo de citrato de sédio (0,1 M) a 37°C e

agitacdo, por 5 min. Uma aliquota da suspensdo foi utilizada para o plaqueamento, como

descrito no item 4.8. As eficiéncias, tanto da encapsulacéo por extrusdo quanto da liofilizacéo,

foram calculadas de acordo com as Equacdo 2 e Equacdo 3, respectivamente.

EE = (Z)x 100

CcS

EL = (CVo

)x 100

Eq. (2)

Eq. (3)
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EE e EL representam a eficiéncia da encapsulacdo por extrusdo e a eficiéncia da
liofilizacdo, respectivamente. CV € o numero de células viaveis, em Log, liberadas das
capsulas ndo liofilizadas, e CL é o nimero de células livres, em Log, adicionadas a pectina
durante a produgdo das capsulas, por extrusdo. Por sua vez, CS € o nimero de células viaveis,
em Log, liberadas das capsulas secas apos a liofilizacdo, e CV, é 0 nimero de células viaveis,

em Log, contidos nas capsulas Umidas antes da liofilizac&o.

4.8 Viabilidade de L. rhamnosus ATCC 7469

A quantificacdo da viabilidade celular foi realizada pela técnica spread-plate de
contagem de células vidveis em placas. As amostras contendo as células foram diluidas
serialmente em solucdo salina 0,9 % (m/V) e aliquotas foram semeadas em placas de Petri

com caldo MRS acrescido de agar (20 g/L). As placas foram incubadas a 37 °C, por 48 horas.

4.9 Caracterizacgdo das capsulas

A determinacdo da umidade das capsulas com e sem liofilizacao foi realizada usando-
se uma estufa (BUNKER) a 80°C por 24 horas, até peso constante. O tamanho médio das
capsulas ndo liofilizadas foi determinado através da escolha aleatéria de 30 capsulas, que
foram postas sobre um papel preto, as quais foram fotografadas com camera digital (Canon,
EOS 70D) e lente de 100 mm. A escala foi adicionada a imagem digital calibrada usando o
software ImageJ1.47v e calculado o tamanho das capsulas.

Para a andlise da fotomicrografia, as capsulas nao liofilizadas foram coradas com 1
mL de Giemsa concentrado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) por 1 hora e depois lavadas com
agua destilada. As capsulas coradas foram fotografadas usando uma camera digital (Axiocam
ERCc5s, Zeiss) acoplada a um microscépio éptico (Primostar, Zeiss), sob imersdo em éleo com
aumento de 1000x. O estudo microscépico das amostras liofilizadas foi executado em
microscopio eletronico de varredura Hitachi TM3030, operado em 15kV, equipado com um
sistema de energia dispersiva de raio-X Quantax70 para microanalise dos elementos
constituintes. As amostras foram adicionadas sob uma fita de carbono e avaliadas
posteriormente. A analise foi realizada no Laboratorio de Caracterizacdo Estrutural de
Materiais do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMat) da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte (UFRN).
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4.10 Aplicacdo das capsulas com e sem liofilizagdo no suco do Maracuja da Caatinga

A fim de avaliar a influéncia da encapsulacdo e da liofilizacdo na viabilidade do
micro-organismo, as capsulas com e sem liofilizagdo foram armazenadas durante 120 dias. As
capsulas liofilizadas do tipo L1, L3 e L4 (0,1 g) foram adicionadas em 10 mL do suco do
Maracuja da Caatinga (20 % V/V de polpa e 10 % m/V de sacarose) e denominadas L1*, L3*,
e L4*. A condicdo L2 representa o suco funcional instantaneo e ndo foi armazenado sob-
refrigeracdo. A finalidade dele é compor um produto pronto para consumo imediato e ndo um
produto armazenado em geladeira para consumo continuo.

Para comparar com as capsulas liofilizadas, 1 g das capsulas sem liofilizacdo foram
adicionadas em 10 mL do suco de Maracuja (20 % V/V de polpa e 10 % m/V de sacarose) e
recebeu denominacdo de NL (ndo liofilizadas). A condicdo controle em relacdo ao
encapsulamento foi o suco contendo as células livres (10 % V/V) (CL). Os sucos foram
armazenados em geladeira a 4°C. A viabilidade do probidtico, a concentracdo de acido latico
e o pH foram determinados durante o armazenamento. Um esquema dos sucos probioticos

com o0 micro-organismo encapsulado é apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Esquema do armazenamento das capsulas com e sem liofilizacdo em temperatura ambiente e
refrigerada.

Células livres Adicdo ao sucodo - =
Maracuia
Capsulas ndo —
liofilizadas Adigio ao sucodo . NL
Maracuja
L1*
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ICéplsulas L3 Adigdo ao suco / Lot
liofilizadas do Maracuja
L4 \
L4*
L1.L2.L3cL4 \ J
Y
l Armazenadas a 4°C

Armazenadas em
temperatura ambiente

Fonte: A autora, 2018.
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4.11 Anélises fisico-quimicas

4.11.1 Caracterizacao fisico-quimica da polpa do Maracuja da Caatinga

Para a caracterizacao da polpa do Maracuja da Caatinga, foram realizadas as analises de
acucares redutores totais pelo metodo do acido dinitrosalicilico (DNSA), segundo Miller
(1959). A determinacdo dos sélidos soluveis foi feita por refratbmetro e o resultado expresso
em °Brix. A concentracdo de proteina foi medida pelo teor de nitrogénio, quantificado pelo
método de Kjeldahl (IAL, 2008) e acidos organicos (citrico e malico) por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). O pH foi determinado através de potenciémetro (3510,

Jenway).

4.11.2 Quantificacdo dos &cidos citrico, malico e latico

Para a quantificacdo dos acidos organicos (Citrico, Malico e Lético), tanto na polpa
quanto durante as fermentagdes e armazenamento, foi utilizado cromatogrado liquido (M20A,
Shimadzu) com as seguintes condicdes: coluna Biorad HPX-87H", acido sulfdrico (5 mM)

como fase movel, deteccdo a 210 nm, vazao de 0,6 mL/min e 28 °C.

4.11.3 Quantificacéo dos acucares redutores totais

Os teores de acUcares redutores totais foram determinados pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNSA), segundo Miller (1959). Para determinacdo da concentracdo, 1 mL
de amostra foi adicionado a um tubo de ensaio e os carboidratos nela contidos foram
hidrolisados com 1 mL de HCI concentrado a 67°C por 7 minutos, com posterior banho de
gelo. Em seguida, a mistura foi neutralizada com NaOH 6M, utilizando-se fenolftaleina como
indicador. Apoés a hidrolise acida, 0,5 mL do hidrolisado foi adicionado a tubos de ensaio
contendo 1 mL de DNSA. A mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos e depois resfriada
em banho de gelo. Foram adicionados 20 mL de agua destilada a solucdo e realizada a

leiturada absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro (700 Plus, Femto).



52

4.11.4 Determinacéo do pH

O pH foi determinado através de potenciémetro (3510, Jenway).

4.12 Anélises estatisticas

Os resultados foram avaliados de acordo com a Andlise de Variancia (ANOVA),

considerando o nivel de significancia de 5 % (p < 0,05), usando o Statistica 7 e as médias

foram comparadas pelo Teste de Tukey, usando o Past.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdoda polpa do Maracuja da Caatinga

Os resultados obtidos na caracterizacdo da polpa do maracujd da Caatinga sdo
apresentados na Tabela 4 e comparados com o Padrédo de Identidade e Qualidade (PIQ)
estabelecidos para a polpa do Maracuja Amarelo (BRASIL, 2000). Os teores de ART, acidos
citrico e malico foram obtidos no polpa diluida 10% (V/V), ndo tendo sido possivel
quantificar o &cido ascorbico, devido a sua rapida degradagdo. Estes resultados foram
encontrados através da validacdo realizada por Farias, Soares & Gouveia (2016).

Tabela 4 - Caracterizacdo fisico-quimica da polpa do Maracuja da Caatinga.

Anélises Presente trabalho PIQ
pH 3,0£0,2 2,7-38
ART (g/L) 5,0 18,0%*
°Brix 13,5 11,0*
Proteina (%) 1,2%** -

Acido citrico (g/L) 45,8 -

Acido Malico (g/L) 8,6 -

*valores minimos aceitaveis; ** valor maximo aceitavel para aglicares totais; *** Teor de
N g/100g; PIQ: Padrao de Identidade e Qualidade para polpa de maracuja.

Segundo Campos (2010), as caracteristicas fisico-quimicas de frutas do género
Passiflora podem ser influenciadas por fatores como maturacdo da fruta, idade das plantas,
condicBes climaticas, estado nutricional, polinizacdo, fertilizacdo do solo e época de colheita.
Esta afirmacdo pode ser corroborada por Pita (2012) e Zeraik et al. (2010) que encontraram
valores diferentes para o cido citrico e malico de 95,1 g/L e 3,85 g/L, respectivamente. Por
sua vez, Araujo et al. (2008) encontraram, na caraterizacdo do Maracuja da Caatinga, valores
de ART e °Brix iguais a 7,83 e 14,2, respectivamente.

O é&cido citrico é o acidulante mais comum em alimentos produzidos em escala
industrial. Altas concentracdes de &cido citrico diminuem a necessidade da adicdo de
acidificantes, por causa disso, ndo ha uma quantidade definida na legislacdo (BRASIL, 2013).
A concentracdo de acido citrico necessaria em bebidas de fruta depende do efeito tecnoldgico
desejado, desde que néo altere a identidade e a genuinidade do produto. Da mesma forma, o

acido malico também ndo tem concentracdo definida na legislagdo para bebidas de origem
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vegetal, como polpa e suco de fruta. O acido malico é o segundo acido mais abundante em

frutas e € um dos responsaveis pelo sabor e aroma do produto (SEQUEIRA, 2012).

5.2 Avaliacdo das quantidades mais adequadas de polpa e inoculo para fermentacéo do
Maracuja da Caatinga

O DCCR foi aplicado a fim de investigar a melhor condigdo para o crescimento de
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 na bebida do Maracuja da Caatinga. Os valores de
indculo e polpa foram selecionados de acordo com experimentos preliminares realizados por
Farias, Soares & Gouveia (2016). As condicdes do planejamento experimental e as respostas
da razdo entre viabilidade e pH e &cido latico estdo descritos na Tabela 5 e os valores de pH,
ART, viabilidade e acido latico de cada ensaio podem ser evidenciados na Figura 9.

As razoes entre a viabilidade final e o pH (RVpH) foram analisadas devido a relagéo
do crescimento bacteriano em ambiente acido, condicdo esta que ja foi estudada por alguns
autores em sucos de fruta (SILVEIRA et al., 2010; NUALKUEKUL et al., 2011;
ELLENDERSEN et al., 2012; COSTA et al., 2013; PEREIRA et al., 2013). Os ensaios 4, 6, 9
e 10 foram os que apresentaram maior razdo (RVpH), tendo baixos valores de pH, alta
viabilidade e concentracdo de &cido latico. Por outro lado, os ensaios 1, 5 e 7 foram os que
apresentaram menor razao, assim como, menor concentracdo de acido latico (Tabela 5). A
diminuicdo do pH durante as fermentagdes esta relacionada, principalmente, a producdo de
acido latico, principal produto do metabolismo de bactérias laticas (DIBNER; BUTTIN,
2002).
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Tabela 5 - Condic6es do planejamento experimental e as respostas da razdo entre viabilidade e pH e &cido latico.

Ensaios In6eculo (% V/IV) Polpa (% V/V) RVpH Acido Latico (g.L™)

1 0,50 5,00 1,77 1,73
2 2,50 5,00 1,95 2,52
3 0,50 15,00 1,46 2,51
4 2,50 15,00 2,13 5,27
5 0,09 10,00 1,45 0,95
6 2,91 10,00 2,14 4,74
7 1,50 2,95 1,96 1,70
8 1,50 17,05 1,82 4,84
9 1,50 10,00 2,05 4,04
10 1,50 10,00 2,17 3,98

RVpH: Razéo entre viabilidade e pH.

Pode-se verificar que as maiores viabilidades foram encontradas nos ensaios de maior
producdo de &cido latico, ap6s 24 horas de fermentacdo (Figura 9). No ensaios 4 e 6 a
viabilidade foi 10,27 Log UFC/mL e 9,9 Log UFC/mL, respectivamente. Ja nos ensaios 9 e
10, a viabilidade foi de 9,53 e 9,65 Log UFC/mL, respectivamente. Isto ocorreu devido as
maiores concentragdes de polpa estabelecidas nesses ensaios, uma vez que, 0 aumento da
concentracdo desta variavel leva ao aumento da concentragdo de agucares disponiveis para
fermentacdo.

Por sua vez, nos ensaios que apresentaram a menor concentracao de acido latico (1,5 e
7), apenas a condi¢cdo 5 foi a que apresentou menor viabilidade (7,98 Log UFC/mL). Este
valor ocorreu devido a menor concentracdo de indculo definida no planejamento (0,09 %
VIV) (Tabela 5). Nos ensaios 1 e 7, a viabilidade ficou em 8,74 e 9,16 Log UFC/mL, porém a
baixa producdo de latico pode ter sido devido as menores concentrac@es de polpa (0,5 e 2,95
% V/IV), respectivamente (Tabela 5).
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Figura 9 - Viabilidade de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, concentracdo de ART, pH e concentragdo de
acido latico apo6s as fermentag6es nas condigdes do planejamento experimental.
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O é&cido latico possui atividade antimicrobiana, assim como os acidos malico, citrico,
butirico e tartarico. A magnitude do efeito antimicrobiano varia de um &cido para o outro e é
dependente da concentracdo e do pH (SHEEHAN et al., 2007). Com o pH baixo, a maioria
dos 4cidos organicos estara na forma ndo dissociada. Acidos organicos ndo dissociados sdo
lipofilicos e podem difundir através da membrana plasmatica das células microbianas,
conferindo o carater antimicrobiano (DIBNER; PUTTIN, 2002).

Tal afirmacdo pode ser corroborada nos trabalhos de Marianelli, Cifani & Pasquali
(2010) e Zhang et al. (2011), quando estes verificaram que L. rhamnosus GG s0 foi efetivo
contra Salmonella quando o pH do meio de fermentacdo foi menor que 4,5 e a concentragéo
do &cido latico estava acima de 1,2 g/L (MARIANELLI; CIFANI; PASQUALLI, 2010). De
maneira semelhante, a atividade antibacteriana contra Shiguella foi gradual com o tempo de
fermentac&o e producédo do &cido latico (ZHANG et al., 2011). Os resultados encontrados no
DCCR (Tabela 5) podem indicar uma possivel agdo antibacteriana de L. rhamnosus ATCC
7469, uma vez que, os valores de pH para as condi¢cdes de maior razdo (RVpH) ficaram
proximos a 4,5 e as concentracOes de acido latico acima de 4,0 g/L (Figura 9).

Um modelo quadratico foi usado para estabelecer a RVpH. A Equacédo 1 foi ajustada
aos resultados experimentais. O nivel de significAncia do modelo foi avaliado pelo Teste-F, o
qual revelou que a regressao foi estatisticamente significante (Tabela 6), visto que o Teste-F

calculado foi de 146,75 e o Teste-F tabelado, para 95% de confianca, foi de 6,26. Por outro
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lado, a razéo entre a MQ por falta de ajuste e a MQ pelo erro puro foi menor (Fcalc= 10) que
0 Teste-F tabelado para 95% de confianca (Ftab = 215,7). O coeficiente de determinagéo (R?)
do modelo foi de 0,9943, que mostrou que o modelo foi adequado para representar a relacdo
entre as variaveis. A equagdo polinomial de segunda ordem para a razdo entre a viabilidade
(Log UFC.mL-1) e o pH estéa representada pela Equacéo 4:

$, = 2,03 + 0,23x; — 0,04x, — 0,12x2 — 0,8x2+0,12x, x, Eq. (4)

Tabela 6 - Analise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico polinomial.
RVpH Acido Latico (g/L)

Fonte de SQ GL MQ Fonte de SQ GL MQ
variacao variacao
Regressao  0,5871 5 0,1174 Regressao 21,1252 5 4,2250

Residuo  0,0032 4 0,0007 Residuo  0,5287 4 0,1321

Faltade  0,0031 3 0,0010 Faltade 0,5266 3 0,1755
ajuste ajuste

Erro puro  0,0001 1 0,0001  Erropuro 0,0021 1 0,0021

Total 0,5903 Total 21,6539
% de 0,9943 % de 0,9749
variagao variagao
explicada explicada

SQ - Soma quadratica; GL - Grau de liberdade; MQ - Média quadratica.

A superficie de resposta que mostra 0 comportamento das razdes entre o Log
UFC.mL-1 e o pH em func¢&o das varidveis independentes (concentra¢des de inoculo e polpa),
é apresentada na Figura 10. Um aumento na concentracdo de indculo resultou em um aumento
na razdo, que por sua vez, foram obtidos maiores crescimentos bacterianos e menores valores
de pH, sendo encontrados também maiores valores para as concentragcdes de acido latico. Por
outro lado, um aumento na concentragdo de polpa resultou numa diminuicdo no valor de

RVpH. O efeito da concentracdo de polpa na razdo estudada pode ser avaliado no modelo
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como coeficiente linear de x, (concentracdo de polpa), j& que foi negativo. Em contrapartida,

esse efeito ndo foi significativo de acordo com o Teste-T (95% de confianca).

Figura 10 - Razdo entre a viabilidade e o pH em funcéo das concentragdes da polpa do Maracuja da Caatinga e
de in6culo utilizadas nas fermentagdes.
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Os valores que permitiram a maior RVpH foram determinados através do grafico de
superficie de resposta pelo software Statistica. Essas concentracdes foram 2,91 % V/V de
indculo e 14,45 % V/V de polpa. Para validar o modelo, uma cinética foi realizada com essas
condigdes de cultivo.

Um modelo quadratico foi também utilizado para a concentracdo de acido latico
produzido nos ensaios. O seu coeficiente de determinacéo (R?) foi de 0,9749. A analise de
variancia mostrou que o modelo foi capaz de representar uma relagdo com as variaveis
estudadas (Tabela 6). A equacdo polinomial de segundo grau para a concentracdo de &cido

latico esta representada na Equacéo 5.

9, = 4,01+ 1,11%, + 1,00x, — 0,59x2 — 0,38x2 + 0,49x, x, Eq. (5)
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A superficie de resposta que representa a concentracdo de &cido latico em funcéo das

variaveis independentes (concentracdo de inoculo e concentracdo de polpa) esté representada
na Figura 11.

Figura 11- Superficie de resposta obtida para a concentracdo de acido latico em funcéo das concentragdes de
polpa e de indculo utilizadas nas fermentacdes do suco realizadas pelo Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
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Quanto maiores foram as concentracBes de polpa e de inoculo, maior foi a
concentracdo de &cido latico. Todos os efeitos das varidveis na concentracdo de acido latico
foram significativos de acordo com o Teste-T (95% de confianga). Novamente, derivando-se
0 modelo quadratico em funcdo de cada uma das variaveis, e igualando o resultado a zero, foi
possivel descobrir que as condi¢des de cultivo para uma maxima producdo de &cido latico,
foram com uma combinacédo de 3,52 % v/v de indculo e 23,08 % v/v de polpa. No entanto,
essas condi¢des ndo foram testadas, uma vez que o modelo para RVpH mostrou diferentes
efeitos das varidveis nas respostas, ou seja, para uma alta razdo, a concentragao de polpa deve

diminuir. Por outro lado, a concentracdo de polpa deve aumentar para uma alta concentracao
de acido latico.

5.3 Estudo cinético da fermentacao usando as melhores condicdes preditas pelo DCCR
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Nas melhores condigdes de fermentacdo (2,91% V/V de in6culo e 14,45% V/V de
polpa), um rapido crescimento foi observado (Figura 12). Ap6s 20h, a concentracdo de
colbnias viaveis chegou a 10 Log UFC.mL-1. A velocidade especifica maxima de
crescimento foi pmax foi 0,25 h™. O valor méaximo para RVpH foi de 2,19, obtido ap6s 20 h
de fermentacdo. Este valor estd muito proximo daquele previsto pelo modelo matematico
(2,17). Chang & Liew (2012) encontraram 10 Log (UFC/mL) apds 20h de fermentacdo em
meio a base de extrato de levedura utilizando Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Em
outro estudo, Sharma & Mishra (2014) obtiveram um aumento de 5 Log para 7 Log apds 24h
de fermentag&o em suco de vegetais utilizando L. plantarum NCDC 414, e pméax foi 0,45 h™.

Figura 12 - Viabilidade do Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 e concentracdo de ART durante a fermentacédo
do Maracuja da Caatinga.
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A concentracdo de ART foi praticamente zerada ap6s 16 horas de cultivo (Figura 12).
A méxima producdo de acido latico foi obtida ap6s 27 horas (Figura 13). O pH diminuiu
devido a producéo de &cido latico, sendo o valor mais baixo 4,5. Os 4cidos citrico e malico se
mantiveram constantes em 5,81 + 0,26 g.L; e 0,78 £ 0,05 g.L4, respectivamente. Durante a
fermentacdo, a producdo de &cido latico ocorreu paralelamente ao crescimento microbiano.
Uma producéo significativa ocorreu tanto na fase de crescimento quanto na fase estacionaria.
Sendo assim, foi possivel propor uma relacdo linear entre o crescimento e a produgéo de acido
latico desde o inicio da fermentagdo até 20h (R? = 0,9745), ou seja, antes da fase estacionaria.
Resultados similares foram obtidos por Sharma & Mishra (2014), com fermentacdo em sucos

realizada por L. plantarum NCDC 414.
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Figura 13 - Concentragdo de acidos organicos e pH durante o cultivo do Maracujé da Caatinga.
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Estes resultados indicam que o suco do Maracuja da Caatinga se mostrou adequado
para o crescimento de L. rhamnosus ATCC 7469. Trabalhos anteriores verificaram que a
viabilidade de Lactobacillus spp € influenciada por fatores como pH e composicdo do meio
(MOUSAVI et al., 2011; CHANG; LIEW, 2012; PAKBIN et al., 2014; FILANNINO et al.,
2015 ). Embora os sucos de fruta contenham nutrientes essenciais (minerais, vitaminas, fibras
dietéticas, antioxidantes) para manutencdo da viabilidade do probiotico, ha fatores que podem
ser limitantes a sobrevivéncia das linhagens, tais como: baixo pH (~ 2,5 — 3,2), alto nivel de
acidos organicos e compostos fendlicos (PERRICONE et al., 2014).

No presente trabalho, estes fatores parecem néo ter influenciado o crescimento de L.
rhamnosus ATCC 7469, visto que, a concentracdo de compostos fendlicos na polpa do
Maracuja da Caatinga (3,12 mg/L) é baixa se comparada com o teor de fenolicos em frutas
vermelhas, como roma (4,3 g/L) e cranberry (1,5 g/L), por exemplo (NUALKAEKUL,
CHARALAMPOPOULOQS, 2011; SANTOS et al., 2017). Como também, autores verificaram
que concentracBes até 15 e 3,5 g/L de &cido citrico e malico, respectivamente, ndo
influenciaram a viabilidade de Lactobacillus spp., e sim, auxiliaram na manutencéo bacteriana
durante  estocagem em sucos de fruta (NUALKAEKUL; SALMERON;
CHARALAMPOPOULOQS, 2011).
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5.4 Avaliacdo dos sucos probi6ticos durante armazenamento refrigerado

5.4.1 Viabilidade de Lactobacillus rhamnosus no suco do Maracuja da Caatinga

Apos o estudo cinético das melhores condi¢cbes preditas pelo DCCR, o fermentado
(B3), proveniente da validagdo do modelo (Figura 12 e 13), foi estocado a 4°C. A
fermentagdo prévia no suco do Maracuja, cujas condi¢cdes foram as do DCCR, serviu para
elaboracdo do suco probioético ndo fermentado B2. Por fim, para comparar a influéncia da
fermentacao na viabilidade de L. rhamnosus, o suco Bl teve o indculo proveniente do meio
MRS. Bevilacqua et al. (2013) relataram que a viabilidade celular pode ser melhorada
otimizando o processo de fermentagdo que leva a producgdo de células mais robustas para ser
incorporadas a matriz alimentar. A partir disso, as variagbes na formulacdo dos sucos nao
fermentados e fermentados serviram no intuito de aprofundar o entendimento sobre o
comportamento do micro-organismo durante o armazenamento refrigerado (4°C).

Na Figura 14, é possivel verificar a diminuicdo na viabilidade de B1 (0,6 Log) e B3
(1,3 Log) ao final do periodo de armazenamento. A viabilidade de B2 permaneceu constante
durante os 28 dias, ndo havendo diferenca significativa nesse periodo. A viabilidade inicial
em B3 diferiu significatimante de B1. Embora B3 tenha iniciado o armazenamento com a
concentracdo celular 10 % maior que os outros sucos, com 28 dias a viabilidade foi similar
aquelas encontradas para 0s outros sucos.

As viabilidades ficaram entre 9 e 10 Log UFC/mL para os 3 sucos probioticos, durante
0 armazenamento refrigerado. De acordo com a FAO/WHO (2001), a concentragdo minima
de probidticos presente na dosagem diaria do produto deve ser de 6 Log UFC/mL. Assim, a
etapa de fermentacdo no suco B2 ndo influenciou na viabilidade das células probidticas, sendo

considerada desnecessaria para 0s experimentos seguintes de encapsulacao.
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Figura 14 - Viabilidade de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 nos sucos do Maracuja da Caatinga (B1, B2 e
B3), durante armazenamento refrigerado. Diferentes letras mintisculas diferem significativamente (P < 0.05)
durante o tempo na mesma condicéo de armazenamento; diferentes letras mailsculas diferem significativamente
(P <£0.05) entre as condigdes de armazenamento durante o tempo.
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5.4.2 Concentracao de carboidratos, acido latico e pH dos sucos probidticos durante o

armazenamento refrigerado

A Tabela 7 apresenta as concentracGes dos agucares redutores totais (ART) inicial e
final dos trés sucos probidticos no armazenamento. H4 um aumento na concentracdo de ART
nas condi¢cdes B1 e B2. Por outro lado, houve diminuicdo do ART na condicdo B3. O
aumento na concentracdo de ART pode estar associado a alta taxa de hidrolise da sacarose
guando comparado com o consumo da glicose no meio (COSTA et al., 2013).

O 4cido latico, produto do metabolismo de Lactobacillus (FONTELES et al., 2011;
DIBNER; BUTTIN 2002), foi produzido em concentracdes diferentes de acordo com cada
condigédo (Tabela 7). Maior producdo foi obtida na condigdo B2, seguida da condi¢do Bl e
B3. Apesar da diferenga na concentracdo de acido latico entre as condi¢fes B1 e B2 ser baixa
(0,6 g/L), a etapa prévia de fermentacdo do Maracuja da Caatinga, realizada na condi¢cdo B2,
ainda se mostra desnecessaria a elaboracdo de uma bebida probiodtica. O pH dos sucos
probidticos diminuiu durante a estocagem. A maior redugdo foi em B2 (12 %), seguido de B3
(11 %) e B1 (9 %). Estas reducdes foram devido a produgéo do &cido latico.
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Tabela 7 - Concentragdo de agUcares redutores totais (ART), acido latico e pH dos sucos fermentado (B3) e ndo
fermentados (B1 e B2).

Acido Latico

ART (g/L) +DP (Q/L)£DP pH+DP

Tempo (dia) Tempo (dia) Tempo (dia)
Sucos 0 28 0 28 0 28
Bl 949+17 106,2 + 0,6 00+£00 28+01 4500 41+01
B2 99,4+0,6 1056+00 00+00 36+00 45+00 3900
B3 133,7+10,1 125,3+0,6 54+14 68+01 48%+01 4,200

B1 - pH 4,5 e inoculo proveniente do meio MRS; B2 - pH 4,5 e indculo proveniente do suco de Maracuja da
Caatinga fermentado; B3 - fermentado; DP — desvio padrdo (n=2).

Trabalhos relatam producéo de &cido latico por micro-organismos probioticos, sob
condicdes refrigeradas, em sucos de fruta. Nualakekul & Charalampopoulos (2011), por
exemplo, obtiveram diferentes concentracbes de acido latico no armazenamento de L.
plantarum NCIMB 8826 em sete sucos de fruta comerciais ndo fermentados: laranja (2,7 g/L),
uva (1,9 g/L), groselha (1,4 g/L), abacaxi (2,0 g/L), roma (0,1 g/L), cranberry (0 g/L) e limé&o
(1,3 g/L), depois de seis semanas a 4°C. Enguanto que, em outro estudo, 0S mesmo autores
verificaram producdo de acido latico por B. longum NCIMB 8809 no sucos de laranja (0,5
g/L), uva (0,8 g/L), groselha (0,7 g/L) e abacaxi (0,5 g/L), armazenados a 4°C por 6 semanas
(NUALAKEKUL & CHARALAMPOPOULOS et al., 2011). E possivel verificar nos
trabalhos citados que os tipos de suco influénciam diferentemente na producdo do &cido
latico, pois possuem composi¢do nutricional variada, influenciado no metabolismo do micro-

organismo.

5.5 Experimentos preliminares para a encapsulac¢ao de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

Com o intuito de prolongar a viabilidade do probidtico no suco do Maracuja da
Caatinga, 0 método de encapsulacao foi proposto. Nos experimentos preliminares foi possivel
verificar que a menor e a maior concentracdo de pectina (0,5 e 5 % m/V) ndo foram
vantajosas, visto que ou ndo formaram ou ndo desintegraram as capsulas, respectivamente.
Dessa forma, as condi¢cdes que melhor levaram a formacao e desintegragdo das capsulas de
pectina foram 1, 2, 3 e 4 % (m/V).

Na Tabela 8 é possivel verificar que houve um pequeno aumento na eficiéncia da

encapsulacdo com o aumento da concentragédo de pectina. A reducgdo da viabilidade foi
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similiar entre todas as condigdes, havendo decaimento de aproximadamente 1 log entre a
viabilidade inicial e final. Os ensaios 2 e 4 nao sdo significativamente diferentes, assim como

3 e 4, no nivel de 95 % de confianca.

Tabela 8 - Viabilidade do probi6tico e eficiéncia da encapsulacdo apds técnica de extrusao.

Pectina Viabilidade Inicial ~ Viabilidade Final Eficiéncia
(% m/V) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (%)
1 9,46 + 0,03 8,05+ 0,04 85,0+ 0,20
2 9,46 + 0,03 8,46 £ 0,02 89,4+ 0,03
3 9,46 + 0,03 8,31+£0,01 87,8+0,11
4 9,46 + 0,03 8,39 £ 0,02 88,7 £0,25

Sandoval-Castilla et al. (2010) verificaram que ao aumentar a concentracdo do agente
encapsulante, maior era a eficiéncia da encapsulacgdo. Isto acontece devido a maior reticulagéo
da molécula de pectina (FRAEYE et al., 2010; BRINQUES et al., 201). Por sua vez, a alta
eficiéncia da encapsulacdo pode ser devido a resisténcia natural do micro-organismo e as
condigdes brandas de encapsulacdo, tais como: temperatura ambiente (25°C) e pH 7,1.

A comparacdo entre os processos de encapsulagdo torna-se complicada, visto que
parametros como diversidade de micro-organismos e tipo de material utilizado sdo variados
para se obter uma boa eficiéncia de encapsulacdo. Gebara et al. (2013), Eckert et al. (2018) e
Vaziri et al. (2018) encontraram eficiéncias acima de 84 % encapsulando Lactobacillus spp.
pelo método de extrusdo e usando uma concentracdo de 2 % m/V de pectina juntamente com
outros materiais de revestimento, como alginato, gelatina e soro de leite, respectivamente. Em
comparagdo com o presentre trabalho, foi possivel obter eficiéncias maiores que 85 % sem a
necessidade de adicionar outros polimeros. Isso provavelmente se deve ao maior percentual

de pectina utilizada.

5.6 Aplicacédo do Planejamento Composto Central Rotacional para otimizacéo da
encapsulacao

Um Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi aplicado para investigar a
eficiéncia da encapsulacdo de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Os ensaios foram
realizados como apresentado na Tabela 9. Como ponto central foi escolhido 4 % (m/V) de

pectina, uma vez que esta concentracdo foi utilizada na formulacdo de capsulas com alta



66

eficiéncia (90 %) de encapsulagdo de probidticos (BRINQUES et al. 2011; NUALKAEKUL
et al., 2013). Com base no trabalho de Nualkaekul et al. (2013), a concentracdo de 0,15 M de
CaCl, foi usada como ponto central.

Analisando a parte fatorial do planejamento (ensaios 1, 2, 3 e 4), verifica-se que
quando ha variacdo da concentracdo do cloreto (0,10 para 0,20 mol/L) e a concentracdo de
pectina ¢ 3,5 % m/V (ensaios 1 e 2), ndo ocorre variagdo na eficiéncia de encapsulacao.
Entretanto, com o aumento da concentracdo de pectina para 4,5 % m/V e variacdo na
concentracédo do cloreto foi observado reducéo na eficiéncia (ensaios 3 e 4). De maneira geral,
observa-se que o aumento da concentracdo de pectina (3,5 para 4,5 % m/V) ocasiona a
reducdo na eficiéncia da encapsulacdo, independente da concentracdo de cloreto de calcio
(ensaios 1, 2, 3 e 4). Na parte axial do planejamento a eficiéncia diminui quando a pectina
aumenta de 3,2 para 4,7 % m/V (ensaios 5 e 6). Por outro lado, a eficiéncia aumenta quando o
cloreto aumenta de 0,08 para 0,22 mol/L (ensaios 7 e 8). A maior eficiéncia foi encontrada no

ponto central (ensaios 9 e 10), com pectina 4 % m/V e cloreto de calcio 0,15 mol/L.

Tabela 9 - Condi¢des do planejamento experimental e as respostas da eficiéncia da encapsulaco.

Ensaios Pectina (% CaCl, (Mol) EE (%)
m/\V)
1 35 0,10 81,29+0,34
2 35 0,20 81,28 £+ 0,73
3 45 0,10 77,07 0,41
4 4,5 0,20 75,09+ 0,16
5 3,2 0,15 86,74 + 0,63
6 4.7 0,15 80,90 + 0,48
7 4,0 0,08 75,75 + 0,05
8 4,0 0,22 81,74 + 3,30
9 4,0 0,15 92,03 + 2,38
10 4,0 0,15 94,26 + 0,13

A partir desta analise, ambas as variaveis influenciam de forma negativa na
encapsulacdo, isto €, 0 aumento tanto da concentragdo de pectina, quanto da concentracdo do
cloreto de calcio, diminuem a eficiéncia da encapsulacdo. Mierczynska et al. (2015) relatam
que quanto maior a concentracdo de Ca®*, maior a viscoelasticidade dos géis de pectina e, por
sua vez, géis mais firmes sdo formados. Da mesma forma, quantidades elevadas de pectina

podem formar géis extremamente rigidos, reduzindo a flexibilidade das cadeias de pectina e
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limitado a entrada dos micro-organismos a estrutura polimérica (FRAEYE et al., 2010). Esta
hipétese foi confirmada pelo modelo quadratico polinomial (Equacdo 6), em que oS

coeficientes sdo negativos.

$, = 93,14 — 5,31x? — 7,85x3 Eq. (6)

O nivel de significancia estatistica do modelo foi avaliado pelo Teste-F. A razéo entre
a média quadratica devido a regressdo (MQg) e a média quadratica residual (MQ;), isto é, 0
Teste-F calculado (Fec) foi 17,23, indicando que foi estatisticamente significante quando
comparado com o Teste-F tabelado (Fwp = 5,05) para 95% de confianca. Por outro lado, a
razdo entre a media quadratica por falta de ajuste (MQg,j) e a média quadratica devido ao erro
puro (MQgp) foi 2,88 (Fcac), ndo sendo significativo, uma vez que foi menor que o Fy (224,6)
para 95% de confianca. O coeficiente de determinacdo (R? do modelo foi de 0,9323. A

Tabela 10 apresenta a anélise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico.

Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA) para 0 segundo modelo quadratico polinomial.

. Soma N° de graus de - -
Fonte de variacdo Quadratica liberdade Média Quadratica
Regressao 430,76 4 107,69
Residuos 31,24 5 6,25
Falta ajuste 28,75 4 7,19
Erro puro 2,50
1 2,50
Total 462,00
% de variacao 0.9324

explicada

A superficie de resposta que representa a eficiéncia da encapsulacédo em funcéo das
variaveis independentes (concentracdo de pectina e de cloreto de célcio) é apresentada na

Figura 15.
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Figura 15 - Superficie de resposta obtida para a eficiéncia da encapsula¢do em funcéo das concentracfes de
pectina e de CaCl2 utilizadas na encapsulacéo de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
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As concentracdes das variaveis investigadas que permitiram a obtencdo da maior
eficiéncia da encapsulagdo (EE %) foram determinadas através do software Statistica. Essas
concentracdes foram 3,88 % m/V de pectina e 0,15 M de CaCl,. Para validar o modelo, foram
preparadas capsulas de pectina com a condicdo estimada pelo modelo estatistico. A eficiéncia
foi 90,2 %, valor proximo aquele predito pelo modelo (93,4 %). Brinques et al. (2011) e Dafe
et al (2017) reportaram que o rendimento da encapsulacdo aumenta com a adi¢cdo de
revestimento as capsulas, de modo que a eficiéncia foi quase 95 % quando as capsulas foram
revestidas com quitosana ou amido. No presente trabalho, eficiéncias similares foram obtidas

sem o revestimento das capsulas de pectina.

5.7 Eficiéncia da liofilizacédo

Para melhorar a estabilidade a longo prazo dos probidticos, a liofilizacdo tem sido
empregada para reduzir o teor de 4gua em produtos funcionais (BROECKY et al., 2016),
diminuindo a atividade microbioldgica (ALBADRAN et al., 2015). Dessa maneira, a protecdo
exercida pela encapsulacdo de probidticos e secagem em liofilizador em conjunto sao
alternativas viaveis para manutencao por longos periodos e uso em qualquer veiculo alimentar
(MARTIN et al., 2015).
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As céapsulas obtidas por extrusdo, nas melhores condi¢es do DCCR (3,8 % m/V de
pectina e 0,15 M de CacCl,), foram secas por liofilizacdo, com e sem a adi¢do de sacarose,
bem como do suco do Maracuja da Caatinga (Tabela 11). Todos os desvios padréo relativos

foram menores que 0,38 %.

Tabela 11 - Eficiéncia da liofilizagdo das capsulas obtidas pelo método de extrusao.

Tratamento  Sacarose (%) Polpa (%) EL (%)
L1 - - 83,36
L2 10 20 70,36
L3 10 87,51
L4 10 70,45

L1 —cépsulas liofilizadas sem suco e sem crioprotetor; L2 — cpsulas ressuspendidas no suco do

Maracuja da Caatinga antes da liofilizagdo; L3 — cpsulas ressuspendidas em solucéo de sacarose

antes da liofilizacdo; L4 — capsulas liofilizadas contendo sacarose dentro da matriz polimérica.

As quatro condicGes de liofilizacdo permitiram eficiéncias maiores que 70%. A

maior eficiéncia foi obtida para a condicdo L3, isto €, quando as capsulas foram adicionadas a
solucdo de sacarose antes da liofilizacdo. As capsulas liofilizadas sem adi¢do de sacarose ou
polpa (L1) apresentou eficiéncia 13 % maior que as capsulas adicionadas ao suco (20 % V/V
polpa) com sacarose (10 % V/V) antes da liofilizacdo (L2). A condicdo L4, isto é, quando a
sacarose foi adicionada a solucdo polimérica, isso se da na etapa de extrusdo, apresentou
eficiéncia de encapsulacdo similar aquela observada na condicdo L2. A presencga da polpa
(L2) ou da sacarose (L4) quando adicionada a solugdo polimérica diminuiram a eficiéncia da
encapsulacdo, mas ainda manteve-se acima de 70 %. N&o houve diferenca significativa entre
as eficiéncias obtidas nas condi¢des de liofilizacdo L2 e L4 no nivel de 95 % de confianca (F
= 549,4; p = 0,004547). A diferenca entre as condicdes de liofilizagdo L3 e L4 foi 0 momento
de adicdo da sacarose. Esta diferenca repercutiu numa eficiéncia 17,14 % maior na condi¢ao
L3.

Trabalhos similares apresentaram eficiéncias de liofilizagdo proximas as encontradas
neste trabalho utilizando outros agentes encapsulantes. Xu et al. (2016), por exemplo,
encapsularam L. casei com alginato e proteina isolada de ervilha por extrusdo, e obtiveram
eficiéncia de 86 % ap0s liofilizagdo das cdpsulas sem criopotetor. Este valor foi um pouco
maior (3 %) que a condicdo controle L1, apresentada no presente trabalho, utilizando apenas

pectina como agente encapsulante.
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Quando aplicada a técnica extrusdo e posterior liofilizacdo para encapsular L. reuteri
CRL 1324 usando gelatina e xantana, as eficiéncias da liofilizacdo foram cerca de 70 e 62 %
para as capsulas com e sem criprotetor (Leite desnatado 16 % m/V), respectivamente
(TOMAS et al., 2015). Por usa vez, Halim et al. (2017) também utilizaram leite desnatado (10
% m/V) como criprotetor para liofilizar capsulas de alginato contendo Pediococcus
acidilactici ATCC 8042, produzidas pela técnica de extrusdo. Os autores verificaram
eficiéncias de 92 e 60 % para as capsulas com e sem criprotetor apds o processo de
liofilizacdo. Nestes trabalhos, as capsulas foram ressuspendidas na solucdo de leite desnatado
e posterior liofilizadas. O mesmo mecanismo foi aplicado na condi¢do L3, porém em solucéo
de sacarose, e resultados semelhantes foram encontrados, ou seja, cépsulas contendo
crioprotetor apresentando eficiéncia maior que capsulas sem criprotetor.

Contrariando esse padrdo, as capsulas da condi¢do L4 também tinham crioprotetor na
formulacdo mas dentro da matriz polimérica (pectina), e apresentaram eficiéncia menor que o
controle (L1). Esse resultado vai de encontro ao trabalho de Li et al. (2016), em que o
criprotetor (glicose 10 % m/V) foi adicionado a matriz de pectina, na etapa de extrusdo, e 0s
autores verificaram sobrevivéncia de L. rhamnosus GG de 85 e 75 % nas capsulas com e sem
criprotetor, apés a liofilizacdo. Huabalek (2003) cita que acUcares usados como agentes
criopreservativos mostram diferentes efeitos protetivos em variadas espécies de bactérias
(HUABALEK, 2003). Mais uma vez, parametros como matriz polimérica, tipo de micro-
organismo e condi¢@es de liofilizacdo sdo fatores que influenciam na resposta final.

As céapsulas liofilizadas foram mantidas em temperatura ambiente e a viabilidade foi
determinada no inicio e ap6s 30 e 60 dias de armazenamento. A ideia deste estudo foi analisar
a sobrevivéncia de L. rhamnosus nas cépsulas liofilizadas para que estas pudessem,
posteriormente, ser incorporadas em algum veiculo alimentar, com excecdo das capsulas
obtidas na condi¢do L2. O material obtido nesta condicdo se tratava de um produto pronto
para consumo apds ressuspensdo em &gua, uma vez que as capsulas foram adicionadas ao
suco contendo sacarose antes da liofilizacéo.

Na Figura 16 sdo apresentadas as viabilidades e as sobrevivéncias do L. rhamnosus
ATCC 7469 nas capsulas liofilizadas e armazenadas em temperatura ambiente, ap6s 30 dias.
Né&o houve diferenca significativa com relacao a viabilidade ou a sobrevivéncia no nivel de 95
% de confianga. Com 60 dias, as células ndo estavam viaveis em nenhuma dos quatro tipos de
capsulas liofilizadas.
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Figura 16 — Viabilidade e sobrevivéncia apés 30 dias de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 nas capsulas
liofilizadas e armazenadas em temperatura ambiente. L1 —capsulas liofilizadas sem suco e sem crioprotetor; L2 —
capsulas ressuspendidas no suco do Maracuja da Caatinga (20 % m/V de polpa e 10 % m/V de sacarose) antes da

liofilizagdo; L3 — capsulas ressuspendidas em solugdo de sacarose (10 % m/V) antes da liofilizagdo; L4 —
capsulas liofilizadas contendo sacarose dentro da matriz polimérica.
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Na presenca da polpa e da sacarose ou apenas da sacarose na obtencdo das capsulas,
condigOes L2 e L4, respectivamente, as sobrevivéncias foram maiores do que nas condigdes
L1 (sem polpa e sem sacarose) e L3 (sem polpa e com sacarose). Isto foi interessante, pois é o
contrério do que aconteceu com a eficiéncia da liofilizagdo. Este fato € um indicativo de que
ndo podemos avaliar a eficiéncia da encapsulacdo independente da sobrevivéncia nas capsulas
liofilizadas durante o armazenamento.

Tem sido relatado na literatura que a sobrevivéncia dos probidticos em formulacoes
secas pode ser influenciada pela temperatura de armazenamento (ALBADRAN et al., 2015).
Esta afirmagdo pode ser corroborada por Tomas et al. (2015), que verificaram sobrevivéncia
acima de 60 % quando encapsularam L. reuteri CRL 1324 por extrusdo seguido de
liofilizacdo (com e sem crioprotetor), apés 120 dias de armazenamento refrigerado. Porém,
quando armazenadas em temperatura ambiente, as células ndo estavam mais vidveis em 60
dias. Etchepare et al. (2016) observaram padrdo diferente quando liofilizaram cépsulas
contendo L. acidophilus, encapsulado por extrusao, e relataram sobrevivéncia acima de 80 %

nas capsulas liofilizadas armazenadas seja em temperatura ambiente ou a 4°C, por 60 dias.
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5.8 Influéncia das condigdes das células na manutencdo de sucos probioticos durante
armazenamento refrigerado

As capsulas liofilizadas nas condi¢bes L1, L3 e L4 foram adicionadas ao suco do
Maracuja da Caatinga (polpa 20 %) contendo sacarose (10 %) e a viabilidade celular foi
determinada durante 120 dias de armazenamento refrigerado (4°C), para avalicdo das
condicBes das células na manutengdo de sucos probidticos.

O suco L1* (células liofilizadas sem polpa e sem sacarose) apresentou a maior
viabilidade, em comparacdo com 0s outros dois sucos contendo as capsulas liofilizadas nas
condicBes L3 e L4. As células obtidas na condi¢do L1 permaneceram viaveis até quase 100
dias de armazenamento refrigerado em suco do Maracuja da Caatinga. Entretanto, as células
obtidas nas condic¢Bes L3 e L4 permaneceram viaveis por apenas 30 dias (sucos L3* e L4*).
Resultado semelhante aquele observado quando as capsulas liofilizadas foram mantidas secas
e sem refrigeracdo. Logo, a presenca do suco favoreceu apenas a manutencdo das células
vidveis, durante um periodo maior do que 30 dias, nas capsulas obtidas na condicdo L1. A
diferenca das capsulas L1 em relacdo as capsulas L3 e L4 foi a presenca de sacarose, cuja
adicdo foi realizada ap6s a obtencédo das capsulas por extrusao (L3) ou durante a obtencao das
mesmas, isto é, na solucédo de pectina (L4).

Por outro lado, a viabilidade nas capsulas ndo liofilizadas (NL) permaneceu
praticamente constante durante todo o periodo de armazenamento (120 dias), finalizando em
7,28 Log UFC/mL. As células livres (CL) sofreram uma reducdo de 2,47 Log na primeira
quinzena do armazenamento, e apos este periodo se mantiveram com a viabilidade constante e
acima de 8,2 Log UFC/mL. Na Figura 17 € apresentada a viabilidade das células nas capsulas

com e sem liofilizacéo.
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Figura 17 - Viabilidade de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 livre e encapsulado, mantidos no suco do
Maracujé da Caatinga, durante armazenamento refrigerado. NL — cépsulas ndo liofilizadas; CL — células livres;
L1*, L3* e L4* - capsulas L1, L3 e L4 adicionadas ao suco, respectivamente.
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A sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 livre e encapsulado, no suco do
Maracujé da Caatinga, é apresentada na Figura 18. Na condicdo L1* a sobrevivéncia celular
foi de 40 % em 90 dias de armazenamento refrigerado. Para os sucos contendo as capsulas
liofilizadas L3* e L4*, as celulas ndo estavam mais viaveis com 30 dias. A sobrevivéncia do
probidtico foi 92,9 % e 76,7 % para as capsulas néo liofilizadas e células livres em 120 dias,
respectivamente (Figura 18). Houve um aumento de quase 20 % na sobrevivéncia das células

encapsuladas sem liofilizagdo (NL) em relacdo as livres (CL).
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Figura 18 - Sobrevivéncia de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 livre e encapsulado, mantidos no suco do
Maracuja da Caatinga, durante armazenamento refrigerado. NL - capsulas ndo liofilizadas; CL - células livres;
L1*, L3* e L4* - capsulas L1, L2 e L3 adicionadas ao suco, respectivamente.

120 |-

100

X 80

B

8 —=— NL

2 —s—cL

i, —A— L 1"

w —4— L4~
20

0 1 5 1 3 7 i F \ i
0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo de armazenamento refrigerado (d)

E importante ressaltar que o armazenamento das capsulas liofilizadas no suco do
Maracuja da Caatinga ndo proporcionou o aumento da sobrevivéncia celular, independente
das condic¢des de liofilizacdo. Por outro lado, as viabilidades ficaram acima de 5 Log UFC/mL
(sobrevivéncias maiores que 70 %) durante 30 dias de armazenamento das capsulas
liofilizadas mantidas em temperatura ambiente (L1, L2, L3 e L4). Isto é um resultado
importante, pois nesse periodo as capsulas liofilizadas podem ser adicionadas a algum veiculo
alimentar. Entretanto, para confirmar esta hipotese, as capsulas liofilizadas deverdo ser
adicionadas ao suco do Maracuja da Caatinga com até 30 dias de armazenamento em
temperatura ambiente, para posterior avaliagdo da viabilidade celular durante o
armazenamento das capsulas no suco em ambiente refrigerado.

Shoji et al. (2013) avaliaram a sobrevivéncia, em iogurte, de L. acidophilus
encapsulado por coacervacdo utilizando pectina e caseina, com posterior liofilizacdo (sem
crioprotetor). Os autores relataram uma sobrevivéncia de 84 % em 28 dias de armazenamento
refrigerado. Ribeiro et al. (2014) analisaram a sobrevivéncia de L. acidophulis livre e
encapsulado (com e sem liofilizacdo), no iogurte, durante 35 dias. As células probidticas
foram encapsuladas pela técnica de extrusdo, usando pectina e soro de leite como
revestimento e posteriormente liofilizadas sem crioprotetor. Esta condi¢do foi similar a L1*
mas sem o revestimento das capsulas. Os autores relataram sobrevivéncias de 89, 97 e 97 %
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para as células livres e encapsuladas com e sem liofilizacdo, respectivamente. Ndo houve,
portanto, diferenca entre as sobrevivéncias nas capsulas, independente da liofilizacéo.

Moumita et al. (2017) analisaram a viabilidade de L. plantarum, L. bulgaricos e
encapsulados por extrusdo, utilizando alginato e liofilizagdo com posterior adicdo em dois
produtos secos, sendo um a base de cereais e o outro, um achocolatado. L. plantarum e L.
bulgaricos permaneceram viaveis apenas por 15 dias, tanto no cereal quanto no achocolatado
em po, apresentando sobrevivéncias abaixo de 40 % nesse periodo. No presente trabalho, a
sobrevivéncia de L. rhamnosus ATCC 7469 na condigdo L1* foi 69,5 % por 30 dias e cerca
de 40 % com quase 100 dias, usando apenas pectin como material encapsulante e sem
revestimento, mas com liofilizag&o.

Nualkaekul et al. (2013) produziram capsulas de pectina (4 % m/V) pelo método de
extrusao, contendo L. plantarum, e relataram sobrevivéncia 60 e 90 % para as células livres e
encapsuladas, no suco de rom&, por 30 dias. Gandomi et al. (2016) encapsularam L.
rhamnosus GG com alginato e quitosana, e apresentaram sobrevivéncia de 15 e 85 % para as
células livres e encapsuladas, no suco de macd, em 90 dias. No presente trabalho, a
sobrevivéncia para L. rhamnosus ATCC 7469 foi maior nas capsulas néo liofilizadas (99 %)
seguido das células livres (84 %) e, por fim, nas capsulas liofilizadas (40 %) com quase 100
dias de armazenamento refrigerado.

O perfil de acidificacgdo nos sucos probioticos com células livres (CL) e
encapsuladas sem (NL) e com liofilizacdo (L1*, L3* e L4*) foi acompanhado durante o
armazenamento refrigerado (Tabela 12). A menor reducdo do pH foi observada nas condicdes
L3* e L4*, que também apesentou menor produtividade de &cido latico. Alta produtividade
foi obtida para o suco contendo células livres. Contudo, ndo houve diferenca significativa

entre as capsulas ndo liofilizadas (NL) e liofilizadas (L1%*).

Tabela 12 - Produtividade e diminuicdo do pH durante o armazenamento refrigerado dos sucos contendo células
livres, encapsuladas com e sem liofilizag&o.

Suco Produtivida de  Diminuicédo do
(mg/L.d) pH (%)
CL 10,2 10,0
NL 6,2 7,4
L1* 6,4 4,2
L3* 2,1 1,0

L4* 2,4 1,0
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A reducdo do pH nas bebidas esta relacionada com a producédo de acido latico pelas
células probiodticas, demonstrando que mesmo as células estando encapsuladas, pode ocorrer
troca de metabdlitos pela matriz polimérica. 1sso acontece devido a matriz de pectina ser
porosa e permeavel. O &cido latico é considerado um antibi6tico natural, cuja producédo
durante o armazenamento refrigerado no suco de maracujd provavelmente facilitaria o
controle da microbiota. No entanto, o produto variaria durante o armazenamento, diminuindo
assim sua estabilidade; mas como as produtividades volumétricas sdo muito baixas, as
variagdes nos sucos foram minimas. Pode-se considerar que 0s sucos mantiveram-se estaveis

em relagdo a concentracdo de &cido lactico.
5.9 Caracterizacdo das capsulas

As capsulas com e sem liofilizacdo foram caracterizadas quanto a umidade, tamanho e
morfologia. As capsulas ndo liofilizadas apresentaram formato esférico, de coloragdo opaca e
didmetro de 2,72 a 3,02 mm (Figura 19a). Um corte transversal na capsula e um aumento de
1000x mostrou a integridade das células de L. rhamnosus aprisionadas dentro da pectina
(Figura 19b). As células do probidtico se mostraram de forma bacilar e com formacéo de
cadeias enfileiradas. As cépsulas liofilizadas formaram aglomerados ap6s o processo de
secagem, tornando dificil a medicdo do tamanho. Quanto a morfologia, as céapsulas
liofilizadas apresentaram aspecto poroso e sem formato definido (Figua 19c).

Na microscopia eletronica (Figrua 20) foram observadas capsulas secas de formatos
irregulares, presenca de multi-cavidades e superficie enrugada. N&o ocorreu variagao
morfoldgica entre as quantro condi¢Ges de cépsulas liofilizadas. Morfologias semelhantes
para capsulas liofilizadas podem ser visualizadas nos trabalhos de Souza et al. (2012), Tomas
et al. (2015), Li et al. (2016), Etchepare et al. (2016) e Silva et al. (2018).

Figura 19 - Imagem fotografica da cépsula de pectina: (a) Observagdo direta; (b) corte transversal (aumento
1000x) e (c) _Iiofilizadas..
) e o ¥t
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Figura 20 - Imagens de MEV das capsulas liofilizadas. (a) Capsula inteira. Aumento de 40x. (b) Seccéo da

parede das capsulas. Aumento 100x.
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Segundo Cook et al. (2011) a forma irregular de cdpsulas secas sdo concebidas ainda
no processo de geleificacdo. Regides de maior e menor concentracdo do polimero sdo
difundidas irregularmente formando camadas nas capsulas secas. A umidade das capsulas ndo
liofilizadas foi de 97,1 % + 0,70. Capsulas formadas por processos que ndo usam secagem
apresentam teor aquoso elevado, pois os polissacarideos usados como agente encapsulantes
possuem caracteristicas hidrofilicas, retendo muita agua. Ribeiro et al. (2014) e Souza et al.
(2012) também obtiveram elevado teor de umidade (96,9 = 0,7 e 96,3 = 0,5 %,
respectivamente) quando formaram capsulas de pectina pelo método de extrusdo e
coacervacao, respectivamente. Em se tratando das cépsulas liofilizadas, o valor da umidade
foi de 6,38% * 0,46, 8,38% * 0,62, 8,46% * 0,54, 8,65% + 0,35, para L1, L2, L3 e L4,
respectivamente. Os valores de umidade encontrados neste trabalho para os quatro liofilizados
estdo dentro do limite definido por Albadran et al. (2015) para capsulas contendo células

probidticas liofilizadas, que é abaixo de 10 %.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A bebida contendo polpa do Maracuja da Caatinga se mostrou um veiculo ideal a
fermentagdo por Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, que apresentou alta viabilidade nas
condigOes fermentativas e durante o armazenamento. A viabilidade de L. rhamnosus ATCC
7469 permaneceu acima de 10° UFC/mL durante os 28 dias de armazenamento & 4°C para as
3 condicdes analisadas (B1, B2 e B3), sendo a condicdo B1, suco com o indculo proveniente
do MRS, que apresentou maior estabilidade quanto a viabilidade durante o armazenamento.

A encapsulagdo de L. rhamnosus pela técnica de extrusdo é eficaz, uma vez que as
eficiéncias da encapsulacdo ficaram acima de 75 %, sendo possivel otimizar o
encapsulamento de L. rhamnosus ATCC 7469 usando pectina e CaCl,. A secagem das
capsulas umidas por liofilizacdo se mostrou um método adequado, visto que as eficiéncias
apos a liofilizacdo ficaram acima de 70 % para as quatro condicOes de liofilizados analisadas.
Quanto a caracterizacdo das capsulas, a secagem foi eficiente para reduzir a umidade nas
capsulas ndo liofilizadas de 97,3 % para 6,38, 8,38, 8,46 e 8,65 % em L1, L2, L3 e L4,
respectivamente, e o tamanho foi dentro do esperado para capsulas produzidas pelo método de
extrus&o.

A liofilizagdo pode ser avaliada em relagdo a multiplos fatores, como eficiéncia e
viabilidade/sobrevivéncia durante o armazenamento. Cinco sucos probidticos contendo
células livres, encapsuladas e encapsuladas/liofilizadas foram formulados a base do suco do
Maracuja da Caatinga. A presenca de sacarose e/ou polpa nas capsulas liofilizadas diminuiu a
manutencdo nos sucos probidticos. Todos os sucos probidticos apresentaram estabilidade no
pH e na producdo de &cido latico. Produtos contendo células livres e encapsuladas poderiam

ser recomendados para 120 dias de armazenamento refrigerado.
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