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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a viabilidade de Lactobacillus acidophilus La-05
microencapsulado durante armazenamento refrigerado, sob condicbes de estresse
(temperatura, pH e NaCl) e quando exposto as condi¢des gastrointestinais simuladas
em leites caprino, bovino e em extratos hidrossolluveis de arroz e soja, bem como
desenvolver e caracterizar um creme de ricota caprino adicionado de probidtico
microencapsulado. L. acidophilus La-05 foi microencapsulado pela técnica de
gelificac&o iGnica externa em alginato (3%; MA) e alginato revestido de solucdo de
quitosana de baixo peso molecular a 0,5% (MAQ5) e a 0,7% (MAQ7). As MA e MAQ5
liofilizadas foram referidas como MAL e MAQL, respectivamente. As microparticulas
foram avaliadas por microscopia Optica e se mostraram integras, dispersas sem
aglomeracao e com formato esférico. A microscopia eletrénica de varredura mostrou
que o revestimento de quitosana tornou a estrutura das microparticulas de alginato
menos porosa e mais estavel. Os resultados revelaram uma alta eficiéncia de
encapsulacdo de 99,27% para MA, 99,33% para MAQ5, 92,68% para MAL e 91,87%
para MAQL. A microencapsulagdo proporcionou maior protecao (p < 0,05) a cepa
probiética (reducdes de ~ 1 log UFC/mL) durante armazenamento a 7 °C (28 dias para
MA e MAQ5 e 120 dias para MAL e MAQL), tratamento térmico (72, 85 e 90 °C), NaCl
(1,0; 1,5 e 2,0% durante 1,2 e 3 h) e pH (2, 4, 6 durante 1, 2 e 3 h) em comparacéo
com as células livres (reducdes de ~ 3, 4, 2 e 3 log UFC/mL, respectivamente).
Quando exposto ao trato gastrointestinal simulado, a cultura probiética
microencapsulada (MAL e MAQL) incorporada nos leites caprino e bovino e nos
extratos hidrossollveis de arroz e soja também apresentaram maior sobrevivéncia (p
< 0,05) da cepa (reducdo de ~ 1 UFC/mL) em comparacdo com as células livres
(diminuicdo de ~ 3 log UFC/mL). Os dados mostraram que 0s extratos hidrossolaveis
vegetais foram veiculos tao apropriados quanto os leites caprino e bovino para serem
veiculos de probidticos. Com relacdo ao creme de ricota caprino, os resultados
revelaram gque a microencapsulacdo da cepa probiotica (MAL e MAQL) resultou em
maior sobrevivéncia (> 6 log UFC/mL) durante o armazenamento (7 °C por 7 dias) e
em condi¢des gastrointestinais simuladas (p < 0,05) do que as células em sua forma
livre. Os parametros de qualidade do creme de ricota caprino adicionado de L.
acidophilus La-05 em MAL e MAQL durante o armazenamento (7 °C / 7 dias) foram

aprimorados: sem perda de umidade, menor protedlise, menor producdo de acidos



organicos, textura com menos elasticidade e adesividade e perfil volatil composto por
notas florais e frutadas e aroma "caprino” menos pronunciado. Esses achados
mostram que a microencapsulacdo em matriz de alginato-quitosana pode ser uma
metodologia mais eficaz para preservar a viabilidade de probioticos, além de melhorar

os parametros de qualidade de produtos lacteos e nao lacteos.

Palavras-chave: Alimento funcional. Probidticos. Laticinios. Extratos vegetais.

Biopolimeros.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the viability of microencapsulated Lactobacillus
acidophilus La-05 during cold storage, under stress conditions (temperature, pH and
NaCl) and when exposed to simulated gastrointestinal conditions in goat and bovine
milks and water-soluble extracts of rice and soy, as well as developing and
characterizing a goat ricotta paste with microencapsulated probiotic. L. acidophilus La-
05 was microencapsulated by the technique of external ion gelation in alginate (3%;
AM) and alginate coated with low molecular weight chitosan solution at 0.5% (AC5M)
and 0.7 % (AC7M). The freeze-dried AM and AC5M were referred to as FAM and
FACM, respectively. The microparticles were evaluated by optical microscopy and
showed to be intact, dispersed without agglomeration and spherical shape. Scanning
electron microscopy showed that the chitosan coating made the structure of alginate
microparticles less porous and more stable. The results revealed a high encapsulation
efficiency of 99.27% for AM, 99.33% for AC5M, 92.68% for FAM and 91.87% for
FACM. Microencapsulation provided greater protection (p < 0.05) to the probiotic strain
(reductions of ~ 1 log CFU/mL) during storage at 7 °C (28 days for AM and AC5M, and
120 days for FAM and FACM), heat treatment (72, 85 and 90 °C), NaCl (1.0; 1.5 and
2.0% for 1.2 and 3 h) and pH (2, 4, 6 for 1, 2 and 3 h) compared to the free cells
(reductions of ~ 3, 4, 2 and 3 log CFU/mL, respectively). When exposed to the
simulated gastrointestinal tract, the microencapsulated probiotic culture (FAM and
FACM) incorporated in goat and bovine milk and water-soluble extracts of rice and soy
also showed higher survival (p < 0.05) of the strain (reduction of ~ 1 CFU/mL)
compared to the free cells (decrease of ~ 3 log CFU/mL). The data showed that water-
soluble extracts of plant were vehicles as appropriate as goat and bovine milks to be
vehicles of probiotics. Regarding goat ricotta paste, the results revealed that the
microencapsulation of the probiotic strain (FAM and FACM) resulted in greater survival
(> 6 log CFU/mL) during storage (7 °C for 7 days) and in simulated gastrointestinal
conditions ( p < 0.05) than cells in free form. The quality parameters of the goat ricotta
paste added by L. acidophilus La-05 in FAM and FACM during storage (7 °C/7 days)
were improved: without loss of moisture, less proteolysis, less production of organic
acids, texture with less elasticity and adhesiveness and volatile profile composed of
floral and fruity notes and a less pronounced "goaty" aroma. These findings show that

alginate-chitosan matrix microencapsulation can be a more effective methodology to



preserve the viability of probiotics without negatively affecting the quality parameters
of dairy and non-dairy products.

Keywords: Functional food. Probiotics. Dairy products. Plant extracts. Biopolymers.
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1 INTRODUCAO

Probidtico sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a salde do hospedeiro (HILL et al.,
2014). Dentre os beneficios do uso de probioticos estédo a reducéo do colesterol (DING
et al.,, 2017), modulacdo da microbiota intestinal e prevencdo de doencas
gastrointestinais (MUGARAB-SAMEDIA et al., 2017), e auxilio no tratamento da
obesidade e diabetes mellitus (BAGAROLLI et al., 2017).

O género Lactobacillus € citado como o micro-organismo probidtico mais
utilizado na producédo de alimentos funcionais (LI et al., 2020), com destaque para a
espécie Lactobacillus acidophilus empregada em matrizes alimentares lacteas
(ABDOLLAHZADEH et al., 2018; BARBOSA et al., 2016; FAZILAH et al., 2018) e nao
lacteas (LUCIANO et al., 2018; MAJEED et al., 2018).

Os micro-organismos em sua forma livre podem ser suscetiveis a estresses
ambientais e ao processo digestivo, ocorrendo um declinio na viabilidade celular
durante o armazenamento e passagem pelo trato gastrointestinal (ASHWAR ET AL.,
2018; BARBOSA,; TEIXEIRA, 2017; SHORI, 2015).

A microencapsulacédo tem sido proposta para proteger 0s micro-organismos
probiéticos de condi¢cdes hostis, como ambiente aerdbico, pH acido e enzimas
digestivas, permitindo que um maior nimero de células viaveis cheguem ao intestino
(ASHWAR ET AL., 2018; CHEN et al., 2017; DARJANI et al., 2016; DE PRISCO et al.,
2015; MATOS-JR et al., 2019; PATRIGNANI et al., 2017). Além de impedir que os
probiéticos modifiguem as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos alimentos
(RIBEIRO et al., 2014; ROLIM et al., 2020).

Entre as técnicas utilizadas para microencapsulacdo de culturas probiéticas, a
gelificacdo ibnica externa é a mais utilizada por necessitar de condi¢des simples e
acessiveis para a producéo de microparticulas e por nao utilizar alta temperatura ou
solvente (POLETTO et al., 2019). O alginato € um dos biopolimeros mais utilizados
para o microencapsulamento de probioticos, pois apresenta baixo custo, € simples de
execucao, biocompativel, biodegradavel e reconhecido como seguro para consumo.
Entretanto, a natureza porosa do gel de alginato pode permitir que umidade, suco
gastrico e outros fluidos entrem na microparticula, reduzindo a protecao contra fatores

ambientais adversos (LIU et al., 2017).
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Assim, materiais como a quitosana tem sido utilizados para revestir a
microparticula de alginato, a fim de tornd-la menos porosa e mais estavel
(ETCHEPARE et al., 2016; RATHER et al., 2017). A quitosana € um polimero catidénico
obtido a partir da quitina (extraida de crustaceos) ou, ainda, da parede celular de
fungos. E um polissacarideo biocompativel, biodegradavel com propriedades
mucoadesivas que otimizam a penetragdo de macromoléculas pelas barreiras
intestinais (GEORGE; ABRAHAM, 2006; KANMANI et al., 2011).

Microparticulas contendo probidticos tém sido adicionadas em produtos
lacteos, como leites fermentados (PATRIGNANI et al., 2017), sorvetes (DE FARIAS
et al., 2019), iogurtes (RIBEIRO et al., 2014) e queijos (NINGTYAS et al., 2019). O
leite de cabra tem obtido notoriedade por ser nutritivo e por suas propriedades
sensoriais caracteristicas (QUEIROGA et al., 2013).

O interesse no desenvolvimento de novos produtos utilizando soro de leite de
cabra esta associado ao seu alto valor nutricional (principalmente devido ao seu teor
de proteinas), aceitacdo sensorial por ter um menor teor de acidos graxos de cadeia
curta (responsaveis pelo sabor peculiar dos produtos caprinos), além de ser uma
forma eficiente e ecoldgica de aproveitamento (BORBA et al., 2013; MEIRA et al.,
2015; ROLIM et al., 2020). O queijo ricota destaca-se entre estes produtos por ser um
queijo suave, com baixo teor de sal e gordura. Além disso, suas propriedades fisico-
guimicas podem torna-lo um ambiente favoravel para a sobrevivéncia de micro-
organismos probioticos (BORBA et al., 2013; MEIRA et al., 2015; SATTIN et al., 2016).

Contudo, devido ao aumento do vegetarianismo, bem como uma redugéo no
consumo de produtos lacteos, principalmente por individuos hipercolesterolémicos,
intolerantes a lactose e alérgicos ao leite, as matrizes vegetais tém sido sugeridas
como potenciais veiculos de probidticos (KANDYLIS et al., 2016; PANGHAL et al.,
2018). Os consumidores tém buscado por produtos que substituam o leite e a principal
estratégia da industria de alimentos tem sido a comercializacdo de extratos
hidrossollveis a base de vegetais como améndoa, coco, grao de bico, aveia, arroz e
soja (RINCON; BOTELHO; ALENCAR, 2020). Até onde se sabe, ndo ha estudos
prévios que tenham avaliado a incorporacdo da cultura probiética de L. acidophilus
La-05 livre e microencapsulada em leite de arroz e soja e em creme de ricota caprino.

Considerando os aspectos acima citados, este estudo inicialmente avaliou a
viabilidade de L. acidophilus La-05 livre e encapsulado em microparticulas de alginato

e microparticulas de alginato revestido com quitosana sob diferentes condi¢cbes de
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estresse e quando expostos as condi¢cdes gastrointestinais simuladas em leites
caprino, bovino e em extratos hidrossolUveis vegetais de arroz e soja. Posteriormente,
houve um enfoque no desenvolvimento de um creme de ricota caprino com L.
acidophilus La-05 microencapsulado, que foi analisado quanto a viabilidade do
probiético e das caracteristicas de qualidade do produto.

A consolidacéo desta pesquisa esta trazendo novos dados acerca do tema de
estudo, e possibilitando o desenvolvimento e a fundamentacdo metodoldgica para o
planejamento e execucdo de pesquisas com énfase na potencialidade probiotica de
bactérias &cido-laticas. Assim como, o emprego em matrizes alimentares vegetais
(extratos hidrossolUveis de arroz e soja) e animais (leite bovino, leite e queijo caprino),
agregando a esses produtos elevado valor nutritivo e beneficios a saude do

consumidor.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROBIOTICOS

A histéria dos probiéticos comecou em 1908, quando um cientista russo
chamado Elie Metchnikoff observou que a bactéria contida no iogurte ajudava a
controlar as infec¢des causadas por patégenos entéricos e controlava o quadro de
toxemia, estabelecendo uma ligacédo entre saude e longevidade com o consumo de
iogurte (ESPITIA et al., 2016). Entretanto, o termo probi6tico foi usado pela primeira
vez por Kollath (1953), derivado do latim e do grego significa "para a vida". Lilley e
Stillwell (1965) foram os primeiros a conceituar os probiodticos ao citar as bactérias
laticas como micro-organismos que causam o crescimento de outro micro-organismo.
Em 1974, o termo foi usado por Parker em um sentido mais amplo para se referir a
interacbes de micro-organismos com o hospedeiro animal ou humano, ou seja,
“organismos e substancias que contribuem para o equilibrio microbiano intestinal”
(ESPITIA et al., 2016). Atualmente, a legislacdo brasileira define probidticos como
“micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios & saude do individuo” (BRASIL, 2018).

Cada ser humano possui uma assinatura Unica que podem ir de 100 a 1000
espécies microbianas no trato gastrointestinal. As células microbianas compreendem
metade do peso Umido do material do célon e sua quantidade excede em 10 vezes o
namero de células do tecido que formam o corpo humano. A colonizacdo bacteriana
intestinal depende de uma interagdo complexa e dinamica entre a dieta, 0 genoma e
o estilo de vida do individuo, além do uso de antibiéticos (KERRY et al., 2018).

Os probidticos apresentam atividades benéficas em diversas doencas como
diabetes (RAZMPOOSH et al.,, 2019), obesidade (EJTAHED et al., 2019),
hipercolesterolemia (SANGWAN; SINGH, 2018), cancer (DASARI et al., 2017) e
principalmente nas doencgas gastrointestinais (FLOCH, 2018). Esses efeitos na saude
séo derivados de diversas formas de acdes dos probidticos na microbiota intestinal.
Um dos principais mecanismos dos probidticos é o chamado efeito barreira que
confere protecao contra micro-organismos patogénicos (KERRY et al., 2018; RAO et
al., 2016). Os impactos positivos dos probioticos na fungdo da barreira intestinal tém
relevancia para uma série de condi¢des que vao desde a sindrome do intestino irritavel
até a doenca inflamatoria intestinal (QUIGLEY, 2019).
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Os probiéticos podem inibir patégenos pela producdo de acidos graxos de
cadeia curta: acético, propidnico e butirico que ajudam a manter um pH apropriado no
[imen intestinal (TEJERO-SARINENA et al., 2013). Além disso, podem produzir uma
variedade de compostos antimicrobianos, como bacteriocinas, etanol, acidos
organicos, diacetil, acetaldeidos, peroxido de hidrogénio e peptideos (ISLAM, 2016).
Outro mecanismo pelo qual os probidticos exercem atividade antagonista aos
patdgenos é por meio de competicdo por receptores e locais de ligacdo (KERRY et
al., 2018).

Os probiéticos também estimulam, modulam e regulam a resposta imune
iniciando a ativacdo de genes especificos de células hospedeiras. Estes micro-
organismos modulam a liberacdo de hormonios gastrointestinais e regulam o
comportamento do cérebro através da sinalizacdo neuronal bidirecional, como parte
do eixo intestino-cérebro (KRISTENSEN et al., 2016). Ainda, probidticos estdo
envolvidos na indug&o da angiogénese intestinal pela sinalizagéo do receptor do fator
de crescimento endotelial vascular que, por sua vez, regula a inflamacéo aguda e
cronica no tecido da mucosa intestinal causada pela progressdao de doencas
inflamatdrias intestinais (BAKIRTZI et al., 2016).

O mercado global de probidticos, incluindo seu uso como ingredientes,
suplementos e incorporacdo em produtos alimenticios, foi avaliado em cerca de 24,8
bilhdes de euros em 2011, mais de 31,1 bilhdes de euros em 2015 e se estima que
atinja cerca de 43 bilhdes de euros até 2020 (ASPRI; PAPADEMAS; TSALTAS, 2020;
ESPITIA et al., 2016). Isso despertou a atencao da industria alimenticia na producéo
de novos produtos contendo probidticos, bem como de pesquisadores para estudarem
caracteristicas especificas dos probibticos e seus efeitos sobre a salude humana
(BEHERA; PANDA, 2020; ESPITIA et al., 2016; TANGYU et al., 2019). Os probidticos
podem ser consumidos na forma de nutracéuticos, adicionados aos alimentos como
parte de um processo de fermentacao ou por suplementacdo (ANVISA, 2016; ASPRI,;
PAPADEMAS; TSALTAS, 2020; BEHERA; PANDA, 2020; MENEZES et al., 2013;
RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010; TANGYU et al., 2019).

Os probidticos mais importantes na producéo, processamento e preservacao
de diversos produtos alimenticios sdo as bactérias acido laticas (BAL). As BAL
aprimoram as propriedades sensoriais dos alimentos e inibem o crescimento de micro-
organismos deteriorantes, proporcionando maior estabilidade aos alimentos
(BURGAIN et al., 2011; CROSS, 2002; LUCKE, 2000).
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BAL s&o bactérias gram-positivas, anaerobias facultativas ou estritas, néo
formadoras de esporos e fermentadoras de acucar produzindo principalmente o 4cido
latico. Filogeneticamente, apenas as bactérias da ordem Lactobacillales podem ser
denominadas BAL, entre os principais géneros que compde a ordem Lactobacillales
estdo os Lactobacillus (HOLZAPFEL; WOOD, 2014). BAL estdo adaptadas a meios
ricos em nutrientes como leite, carne ou frutas, possuindo um eficiente metabolismo
de carboidratos. Contudo, apresentam uma dependéncia exdégena de aminoacidos,
precursores de acidos nucleicos e vitaminas (SAUER et al., 2017). L. acidophilus é
uma das espécies de BAL mais frequentemente usada como probiotico (KANDYLIS
et al., 2016).

2.1.1 Género Lactobacillus

Os lactobacilos em sua taxonomia séo classificados como eubactérias que
pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacill, ordem Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae (LEBEER et al., 2008; SAUER et al., 2017). O género Lactobacillus
foi proposto pela primeira vez em 1901 por Beijerinck e ao longo dos anos foi
composto por mais de 250 espécies. Contudo, devido a diversidade na composicao
genética desses micro-organismos foi possivel reclassificar esse género em grupos
gue possuiam caracteristicas fisiologicas e metabdlicas semelhantes, com o propésito
de beneficiar pesquisas futuras sobre essas bactérias (ZHENG et al., 2020).

Assim, surgiram 25 géneros de Lactobacillaceae (Agrilactobacillus,
Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Dellaglioa, Holzapfelia,
Lacticaseibacillus, Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Lapidilactobacillus,
Latilactobacillus, Ligilactobacillus, Liguorilactobacillus, Loigolactobacilus,
Paralactobacillus,  Schleiferilactobacillus,  Acetilactobacillus,  Apilactobacillus,
Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Lentilactobacillus, Levilactobacillus,
Limosilactobacillus, Paucilactobacillus e Secundilactobacillus) (ZHENG et al., 2020).

Lactobacillus é composto por espécies gram-positivas, homofermentativas,
termofilicas e nado formadoras de esporos. CompOe a microbiota do trato
gastrointestinal humana e de animais diversos e comumente sdo usados na
fermentacdo de alimentos, em especial produtos lacteos (ZHENG et al., 2020). S&o
habitantes dominantes do intestino delgado humano, numerosas espécies estao

categorizados como organismos "Geralmente Reconhecidos como Seguros” (GRAS)
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da Food and Drug Administration (FDA) e também receberam o “status” de
"Presuncao Qualificada de Seguranca” pela EFSA (European Food Safety Authority)
por ndo serem patogénicos e nem aptos a transmitir para bactérias patogénicas os
fatores de resisténcia a antimicrobianos (RAJOKA et al., 2017; TRIPATHI; GIRI,
2014).

Os principais obstaculos em adicionar os lactobacilos nas matrizes alimentares
sdo as possiveis alteracbes de sabor e aroma no produto pela producdo de
metabalitos. Assim como, a manutencdo da viabilidade celular devido a diversos
fatores como a origem dos ingredientes, pH do alimento, técnica de processamento,
tempo e temperatura de armazenamento (RATHER et al., 2017; SHORI, 2015;
TRIPATHI; GIRI, 2014).

L. acidophilus é uma das espécies mais importantes do género Lactobacillus,
principalmente por estarem presentes em alimentos fermentados e suplementos
dietéticos que possuem apelo de promoc¢éo da saude (OZOGUL; HAMED, 2016). A
bactéria foi isolada pela primeira vez por Beijerinck em 1901 de fezes infantis e
denominada de Bacillus acidophilus. Contudo, foi descrito adequadamente como L.
acidophilus pela primeira vez em 1970 por Hansen e Mocquot, que o designaram
como uma cepa neétipo (ATCC 4356) de acordo com as recomendacfes do
Subcomité Internacional de Taxonomia de Lactobacilos e Organismos Intimamente
Relacionados (SELLE; KLAENHAMMER; RUSSELL, 2014).

L. acidophilus possui uma temperatura ideal de crescimento entre 35-40 °C e
um pH 6timo entre 5,5 e 6,0 (SHAH, 2007). Embora a maioria das cepas sejam
aerotolerantes, o crescimento 6timo é obtido sob condi¢cdes microaerdfilas ou
anaerobicas (OZOGUL; HAMED, 2016). Os beneficios a saude associados a essa
espécie incluem a reducao dos sintomas gastrointestinais em individuos intolerantes
a lactose (PAKDAMAN et al., 2016), alivio dos sintomas de constipac¢édo (YEUN; LEE,
2015), tratamento da diarreia (LEE et al., 2015), tlceras pépticas (YANG et al., 2012)
e cancer de intestino (HIBBERD et al., 2017).

2.2 ALIMENTOS PROBIOTICOS
Para a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o uso de probidticos

em alimentos necessita de comprovacao da sua seguranca e eficacia. A comprovagao

da seguranca deve ser realizada por meio de estudos cientificos que demonstrem um
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histérico de uso seguro, auséncia de eventos adversos, auséncia de fatores de
viruléncia e patogenicidade, auséncia de produc¢éo de substancias ou metabdlitos que
causem riscos a saude do homem, auséncia de resisténcia a antibioticos e
susceptibilidade a, pelo menos, dois antibioticos. Os beneficios a saude para os
produtos adicionados de probidticos devem ser comunicados por meio da alegagéo
de propriedade funcional aprovada para a linhagem. A comprovag¢do do beneficio
requer demonstracdo da sobrevivéncia as condi¢cdes do trato digestério e evidéncia
de efeito benéfico em humanos obtida por meio de estudos (BRASIL, 2018).

Matrizes alimentares tém sido cada vez mais exploradas como veiculos de
cepas probidticas. Produtos lacteos tém obtido destaque por serem considerados
apropriados para suplementacdo de micro-organismos devido a sua densidade de
nutrientes (protegendo as células bacterianas) e a capacidade de tamponamento das
suas proteinas que através dos seus grupos acidos (&cido carboxilico) e basicos
(aminas) resistem as mudancas de pH quando o pH é proximo ou igual ao seu pKa
(MENNAH-GOVELA; SINGH; BORNHORST, 2019; RANADHEERA; NAUMOVSKI;
AJLOUNI, 2018; RODRIGUES et al., 2019; ROLIM et al., 2020).

No entanto, problemas de saude como intolerancia a lactose, alergia a caseina
e restricdes ao colesterol restringem a ingestdo de alimentos lacteos. Além disso, o
crescimento do nimero de vegetarianos e o0 baixo custo para produzir produtos nao
lacteos, fazem das matrizes vegetais uma boa alternativa para a adicao de probioticos
(ESPITIA et al., 2016; KANDYLIS et al., 2016; PANGHAL et al., 2018). Na Figura 1
estdo descritos exemplos de produtos lacteos e ndo lacteos contendo probiéticos.

Os fermentados séo as principais matrizes alimentares nédo lacteas estudadas,
pois o0 processo de fermentacdo proporciona uma maior viabilidade da cultura
probidtica. Por outro lado, a incorporacao de culturas probioticas em matrizes vegetais
nao fermentadas podem acarretar uma menor sobrevivéncia do micro-organismo (MIN
et al., 2018).

As condigBes adversas no periodo de armazenamento e a passagem pelo trato
gastrointestinal podem reduzir a viabilidade dos probi6ticos (RATHER et al., 2017).
Assim, a microencapsulacéo tem sido citada como um método eficaz na protecéo dos
probioticos, permitindo que concentracfes adequadas de células se mantenham
viaveis durante o armazenamento e na passagem do sistema gastrointestinal, além

de evitar que a cepa interaja com o alimento e altere negativamente a sua composi¢&ao



29

e a sua aceitacao sensorial (MIRANDA et al., 2019; RIBEIRO et al., 2014; ROLIM et
al., 2020).

Figura 1 - Produtos lacteos e néo lacteos contendo probi6ticos

Probiodticos

Produtos lacteos Produtos né&o lacteos
Chocolate (KLINDT-TOLDAM et al., 2016) Bebida de arroz (FREIRE; RAMOS; SCHWAN, 2017)
Cream cheese (NYNGTYAS et al., 2019) Bebida de soja (BATTISTINI et al., 2018)
logurte (FAZILAH et al., 2018) Café (MAJEED et al., 2018)
Leite de cabra (SHU et al., 2018) Cerveja (SENKARCINOVA et al., 2019)
Leite fermentado (PATRIGNANI et al., 2017) Cha (DE LACEY et al., 2014)
Queijo coalho (OLIVEIRA et al., 2014) Kombucha (JAYABALAN et al., 2014)
Queijo ricota (MEIRA et al., 2015) Smoothie (LUCIANO et al., 2018)
Sorvete (DE FARIAS et al., 2019) Suco (CAMPOS et al., 2019)

Fonte: Lopes (2018).

2.3 TECNOLOGIA DE MICROENCAPSULACAO

A encapsulacéo consiste em um conjunto de tecnologias que permite aprisionar
uma substancia dentro de outra substancia com membranas impermeaveis ou
semipermeaveis, globulares, delgadas e firmes com didmetros que variam de
namodmetros (nm) a milimetros (mm), no formato de cdpsulas. O material encapsulado
€ nomeado de material do ndcleo, agente ativo, enchimento, fase interna ou fase de
carga util (EI-SALAM; EI-SHIBINY, 2012; MOKHTARI et al., 2017). O processo de
encapsulacdo aprisiona ou recobre com material encapsulante substancias nos
estados sélido, liquido ou gasoso, conservando a sua bioatividade (LI et al., 2017).

As principais tecnologias de encapsulacdo sdo a nanoencapsulacdo e a
microencapsulacéo. A nanoencapsulagcdo € uma tecnologia que produz particulas ou
sistemas com dimensdes inferiores a 1 um e é utilizada para encapsular compostos
bioativos por diferentes tipos de veiculos de tamanho nano, como nanoemulséo,
lipossomas ou nanocépsulas (SANTOS et al.,, 2016). A microencapsulacdo € uma
tecnologia que produz microparticulas com diametros na faixa de micrbmetros (1 a

1000 um) (CAMPOS et al., 2013). A microencapsulacéo foi apresentada pela primeira



30

vez com registro de patente por Green e Schleicher em 1950 para a producao de
capsulas contendo corante, que seriam incorporados em papeis para fazer copias
(PAULO; SANTOS, 2017).

As microparticulas podem ser classificadas em microesferas ou microcapsulas
(Figura 2), embora os termos sejam frequentemente usados como sinGnimos, as
microesferas e microcapsulas sdo diferenciadas por sua estrutura interna e morfologia
(PAULO; SANTOS, 2017). As microcapsulas possuem um sistema de reservatorio,
onde o agente ativo € envolvido por uma membrana polimérica, enquanto as
microesferas possuem um sistema matricial onde o agente ativo é dissolvido
molecularmente ou dispersado heterogeneamente em uma matriz polimérica
(NORDSTIERNA et al., 2010).

Figura 2 - Diferenca entre microcipsulas e microesferas.

MICROCAPSULAS ; MICROESFERAS
(SISTEMA RESERVATORIO) (SISTEMA MATRICIAL)

MEMBRANA
POLIMERICA

MATRIZ
POLIMERICA

AGENTE
ATIVO

AGENTE

Fonte: Paulo e Santos (2017).

A microencapsulacdo tem sido aplicada em diferentes setores da industria,
principalmente na industria farmacéutica e de alimentos (PAULO; SANTOS, 2017). Na
indUstria alimentar sdo comumente utilizadas para o controle de liberacdo e o
prolongamento da vida util de agente ativo, para retardar reacdes oxidativas e
mascarar aspectos sensoriais, mas tem sido pesquisada principalmente para
microencapsular probioticos (ARSLAN-TONTUL; ERBAS, 2017).

A microencapsulacdo de probibdticos tem o objetivo de proteger a célula
microbiana de condi¢cdes adversas (pH, oxigénio e luz), manter a viabilidade das
cepas e oferecer maior funcionalidade por sua liberacdo controlada. Quando sé&o
adicionados em matriz alimentar, a microencapsulacdo evita alteracbes nas
caracteristicas sensoriais, como também oferece uma distribuicdo homogénea no
produto (HOLKEM et al, 2016; MOKHTARI et al, 2017; RAJAM;
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ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015; TRIPATHI; GIRI, 2014). A eficiéncia da
microencapsulacéo, a estabilidade durante o armazenamento e durante a passagem
pelo trato gastrointestinal estdo diretamente relacionadas a escolha do material
microencapsulante e a técnica a ser utilizada (MOKHTARI et al., 2017; YING et al.,
2016).

A industria de alimentos para escolher a técnica de microencapsulacao mais
adequada para a diversidade de produtos alimentares existentes deve observar varias
qguestbes, como 0 que pode prejudicar a viabilidade dos probidticos, quais as
condicbes do processamento e armazenamento dos alimentos, qual o tamanho e
densidade da microparticula ideal (para ndo causar sensacao de areia na boca) e
custo. Além disso, € necessario avaliar os mecanismos de liberacdo dos probidticos,
gue ocorre geralmente por mudanca de pH, atividade de enzimas e agentes quelantes
(MARTIN et al., 2015; SARAO; ARORA, 2017).

A escolha do material microencapsulante envolve principalmente o método de
microencapsulacédo, custo, estabilidade no armazenamento, restricdes legais e
funcionalidade no alimento produzido (PARAMERA; KONTELES; KARATHANOS,
2011). Os polimeros aplicados em alimentos ndo podem ser citotoxicos e
antimicrobianos, sendo os mais usados a carboximetilcelulose, goma xantana, amido,
carragena, gelatina, pectina e principalmente alginato (HUQ et al., 2017; SHORI,
2017).

Diversas técnicas de microencapsulacdo tém sido estudadas como spray-
drying, emulsificacédo, coacervacao e gelificacao ibnica por extrusdo (DE FARIAS et
al 2019; DE PRISCO et al.,, 2015; FIORAMONTI; RUBIOLO; SANTIAGO, 2017,
TIMILSENA et al., 2017; JANISZEWSKA-TURAK, 2017; VALERO-CASES; FRUTOS,
2015).

2.3.1 Técnica de gelificacéo idnica por extrusao

A gelificacdo ibnica por extrusdo é um método de microencapsulamento que
oferece como vantagens a praticidade e a facil execucédo e pode ser usado para
microencapsular compostos hidrofilicos, emulsionados ou hidrofébicos (CARVALHO
et al, 2019; CASTRO-ROSAS, et al., 2017). O processo de gelificacdo ibnica se da
pela interacdo entre ions de baixa massa molecular de uma solugdo aquosa

polimérica com polieletrolitos de cargas opostas, reagindo e formando um gel
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insolavel. As microparticulas de gel de hidrocoloides s&o usadas para
microencapsulacdo de compostos bioativos ou controle de textura em produtos
alimenticios, farmacéuticos, probidticos e cosméticos (KUROZAWA; HUBINGER,
2017).

A gelificagdo idnica pode ser do tipo externa ou interna. Em ambos 0s casos o
Ca?* é usado. Na gelificacdo i6nica interna um sal de célcio insoltvel, é disperso numa
solucéo de polimero contendo o composto que sera microencapsulado. Esta solucéo
é extrudida ou emulsionada em 6leo e o Ca*? sollvel é liberado do complexo de célcio
apos a reducao do pH de 7,0 para 6,5 a fim de promover uma reticulagdo com o
alginato (CARVALHO et al, 2019).

Na gelificacdo idnica externa, a solucao do polimero em pH neutro se difundem
de uma fonte externa para os ions Ca?* (LUPO et al., 2015). A formulacéo envolve a
elaboracdo de uma solucdo polimérica, acrescido do agente ativo e a extrusdo da
solucado ocorre através de uma agulha de seringa ou bico, as goticulas caem em uma
solugdo ibnica, comumente o CaClz, solidificando instantaneamente e formando
estruturas esféricas de gel, que contém o agente ativo disperso em toda a matriz.
(CARVALHO et al, 2019; HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2012; KRASAEKOOPT;
BHANDARI; DEETH, 2003; KRASAEKOOPT; BHANDARI; DEETH, 2004). Na Figura
3 estdo ilustradas as etapas da producao de microparticulas através do encapsulador
B-395 Pro (BUCHlI, Suica) pela técnica de gelificacéo ibnica externa.

A microencapsulacao por gelificacdo ibnica externa utilizando polissacarideos
e ions de calcio ndo requerem o uso de altas temperaturas ou solventes organicos
tornando esta técnica viavel e adequada para microencapsulamento de probidticos
(MARTIN et al., 2015; RIBEIRO et al 2014). No geral, um dos materiais
microencapsulantes mais utilizados para a producéo de microparticula por gelificacdo
ibnica é o alginato (CASTRO-ROSAS, et al., 2017; LIU et al., 2016; MOKHTARI et al.,
2017).

Nesse caso, a solidificacdo ocorre através da interacdo entre as unidades do
acido gulurdnico do alginato e os ions de célcio da solucao de cloreto de calcio, assim
concentracbes elevadas formam um gel mais viscoso e microparticulas menores
resultante das ligacdes cruzadas entre os ions de Ca?* e os blocos do acido gulurénico
do polimero (SRIAMORNSAKA et al., 2008). Além da viscosidade da solucdo de

alginato de sédio, o tamanho e a forma esférica da microparticula também dependem
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do didmetro do orificio da extrusora, da distancia entre o bico e a solu¢éo de célcio,
da velocidade do jato e da frequéncia da perturbacédo (DE PRISCO et al., 2015).

Figura 3 - llustragcdo da producao de microparticulas através do encapsulador B-395 Pro
(BUCHI, Suica) pela técnica de gelificag&o idnica externa. 1: Juncéo do agente ativo com o
polimero; 2: Bombeamento da mistura com bomba de seringa; 3: Vibracdo aplicada; 4:
Formacéo de goticulas; 5 e 6: Dispersao das goticulas; 7: Formacao das microparticulas por
gelificagcéo; 8: Coleta das microparticulas.

e

Fonte: De Prisco et al. (2015).

2.3.2 Material microencapsulante

2.3.2.1 Alginato

O alginato é definido como um heteropolissacarideo linear aniénico formado
por residuos do acido D-manurdnico e do acido L-gulurdnico (Figura 4). Encontrado
em abundéancia na natureza, presente em algas marrons e bactérias, possui uma
producao industrial de 30 mil toneladas anualmente. O alginato apresenta baixo custo,
facil manipulacdo e € classificado como seguro (GRAS), biocompativel e
biodegradavel (COOK et al., 2011; HUQ et al., 2017; MOKHTARI et al., 2017).

A capacidade do alginato de gelificar apds ter contato com ions divalentes,
como o cloreto de calcio, faz com que uma associagcéo de cadeia-cadeia que constitui
o chamado “modelo de caixa de ovo” (Figura 5) entre quatro residuos de L-gulurénico

seja formada. Isto causa o aprisionamento de substancias, essa caracteristica torna o



34

alginato apropriado para a microencapsulacdo de bactérias (HUQ et al., 2017;
RATHER et al., 2017; TRABELSI et al., 2013).

Figura 4 - Estrutura quimica do alginato de sédio e seus dois componentes

monomeéricos: grupo manurénico (M) e grupo gulurdnico (G).
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Fonte: Huamani-Palomino et al. (2018).

Células bacterianas medem de 1 a 3 ym ficando bem armazenadas em
microparticulas de alginato que apresentam poros com dimensdes abaixo de 17 nm.
Apesar do alginato de sédio ser adequado para microencapsulacdo, na presenca de
fons monovalentes, agentes quelantes de Ca?* (fosfatos, lactatos e citratos), acidez
elevada e ambientes quimicos fortes tornam o alginato mais instavel, o que pode
afetar a liberacdo e a protecdo do material microencapsulado (HUQ et al., 2017
MOKHTARI et al., 2017; RATHER et al., 2017). A baixa resisténcia mecanica ao
transito gastrointestinal € um dos principais obstaculos na utilizacdo de gel de alginato
como material microencapsulante (WU et al., 2016).

A natureza porosa do alginato reticulado com calcio permite que a umidade, o
ambiente acido e outros fluidos entrem pouco a pouco no gel. Isso diminui a
capacidade de prevenir a acao de fatores ambientais adversos sobre as
microparticulas (LIU et al., 2017; MARTIN et al., 2015). A associac&o do alginato com
outros microencapsulantes tem apresentado bons resultados de viabilidade e de maior
controle sobre liberacdo bacteriana. Uma das formas de superar esse obstaculo e
melhorar a estabilidade de micro-organismos microencapsulados com alginato é
adicionar outros polimeros para revestimento das microparticulas (MARTIN et al.,
2015).

Técnicas combinadas de gelificacdo idnica e complexacdo com polieletrolitos
cationicos tém sido propostas com o objetivo de reduzir o processo de porosidade e

difusdo dos granulos. A complexacao é um resultado da interacao eletrostatica entre
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as cargas anibnicas e as cargas catibnicas dos polimeros. Materiais como a quitosana
podem fornecer maior protecdo aos compostos microencapsulados, impedindo a
difusdo dos compostos hidrofilicos através dos poros da matriz de gel (CARVALHO et
al., 2019).

Figura 5 - Estrutura quimica do modelo caixa de ovo formado pela interacdo entre 0os
fons carboxilato das unidades de guluronato do alginato de sédio e os ions Ca?*.
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Fonte: Aguero et al. (2017).

2.3.2.2 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo formado por unidades de 2-amino-2-desoxi-d-
glicopiranose e 2-acetamido-2-desoxi-d-glicopiranose interconectadas por ligacdes
glicosidicas B-1,4 (Figura 6). A quitosana é obtida principalmente a partir da hidrolise
alcalina (desacetilacdo) da quitina de crustaceos, mas também pode ser extraida
diretamente das paredes celulares de fungos da ordem Mucorales (BERGER et al.,
2018; DE FARIAS et al., 2019). Quando solubilizada em solucéo acida, a quitosana
se apresenta como polication devido a protonacao de grupos amino das unidades de
2-amino-2-desoxi-d-glicopiranose, o que resulta em grupos de amoénia (FONSECA et
al., 2019; SALAMA; HASANIN; HESEMANN, 2020).

A quitosana possui propriedades antioxidantes (NEGM et al., 2020),
antifangicas (QIN, LI, GUO, et al., 2020), antitumorais (ZOU et al., 2019) e anti-
hipertensivas (NAVEED et al., 2019). Além disso, apresenta ampla aplicacdo em
alimentos devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoadesividade,
atoxicidade e capacidade de formar biofilme principalmente para prote¢cdo em

vegetais, contudo, devido a sua possivel acéo de inibicdo sobre os micro-organismos,
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a quitosana tem sido mais utilizada como material de revestimento (GUERRA et al.,
2015; MARTIN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2020).

Figura 6 - Estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: Yu et al. (2019).

Estudos mostram que as microparticulas de alginato revestidas com quitosana
apresentam maior estabilidade das capsulas ou superficie mais homogénea, que néo
é dissolvida na presenca de agentes quelantes de Ca?* e proporciona melhor protecéo
no trato gastrointestinal. O revestimento de quitosana diminui a porosidade das
microparticulas de alginato, reduz o vazamento dos probidticos microencapsulados e
mostra maior estabilidade a pH baixo (CHAVARRI et al., 2010; DARJANI et al., 2016).
A quitosana ajuda a melhorar a estabilidade e a rigidez do gel ligando-se ao grupo
carboxilato (-COO-) do alginato através do seu grupo amina catidnico (-NH3*) (DIMA
etal., 2016). A Figura 7 ilustra a estrutura quimica formada pela interacao eletrostatica

entre o alginato de calcio e a quitosana.

Figura 7 - llustrac@o de microparticula formada por matriz de alginato com
revestimento de quitosana e a estrutura quimica correspondente a interacéo eletrostatica
entre o alginato de calcio e a quitosana.
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Fonte: Bedade, Sutar e Singhal (2019).
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Estudos tem mostrado aumento da viabilidade de cepas probidticas em
microparticulas de alginato de célcio revestidas com quitosana, proporcionando maior
protecdo quando a célula é incorporada em matrizes alimentares (D'ORAZIO et al.,
2015; ETCHEPARE et al.,, 2016; JANTARATHIN; BOROMPICHAICHARTKUL;
SANGUANDEEKUL, 2017).

2.4 EXTRATOS HIDROSSOLUVEIS VEGETAIS

Extratos hidrossollveis sao bebidas de origem vegetal que tem surgido como
uma tendéncia na inddstria de alimentos para substituir produtos lacteos (SILVA et al.,
2020 a; RINCON; BOTELHO; DE ALENCAR, 2020). Apesar de possuirem uma
aparéncia semelhante, os extratos possuem atributos fisico-quimicos, tecnoldgicos e
sensoriais diferentes do leite (SHETI; TYAGI;, ANURAG, 2016). Essas bebidas
oferecem um bom aporte cal6rico, possuem quantidades significativas de &cidos
graxos monoinsaturados e poli-insaturados, e sdo ricos em vitaminas e minerais
(SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2020). Além disso, dependendo da matéria-prima utilizada,
podem ser fontes de compostos bioativos e oferecer beneficios a satude (SILVA et al.,
2020 a).

Os extratos vegetais sdo produzidos através da extracdo da matéria-prima em
agua, seguida de homogeneizacgdo, aquecimento e filtracdo (MAKINEN et al., 2015).
Geralmente sdo produzidos a partir de leguminosas (soja e grdo de bico), cereais
(arroz e aveia) oleaginosas (améndoa, castanha e aveld), sementes (gergelim e
girassol) e pseudocereais (quinoa e amaranto) (RINCON; BOTELHO; DE ALENCAR,
2020).

A soja tem se destacado entre os extratos hidrossollveis por ser uma
importante fonte proteica, possuindo todos 0s aminoacidos essenciais e em
adequadas proporc¢des, sendo citado como o principal substituto ndo lacteo do leite
(SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2020; FAO, 2018). Além disso essa leguminosa € rica em
carboidratos, lipideos, vitaminas e minerais. Contém em sua composicao diversos
fitoquimicos (isoflavonas, fitoesterois, acidos fenolicos e lectinas) que estédo
relacionadas com a prevencao de doencas crbnicas, osteoporose e cancer (SILVA;
SILVA; RIBEIRO, 2020). Seu extrato foi produzido pela primeira vez na China ha 2000
anos e seu consumo persiste atualmente por possuir baixo custo, ser refrescante e
saudavel (SHETI; TYAGI; ANURAG, 2016).
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O arroz também é uma das principais matérias-primas usadas na produc¢éo de
extratos hidrossoliveis por ser barato e de facil acesso, estando presente
habitualmente na alimentacédo da populacdo mundial. Esse cereal é hipoalergénico e
tem boa digestibilidade. Rico em nutrientes, possui um bom aporte calorico devido ao
seu alto teor de amido, além de ser fonte de vitaminas (E e complexo B) e minerais
(fésforo, magnésio e potassio). O perfil de aminoacidos do arroz é superior ao dos
outros cereais, estando apenas a lisina ausente em sua composicao (PANTOA et al.,
2020; SILVA,; SILVA; RIBEIRO, 2020).

2.5 LEITE BOVINO E CAPRINO

Leite é definido como o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em
condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. De acordo
com a legislacéo, o leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de
que proceda (BRASIL, 2017). O leite tem uma funcdo fundamental na nutricdo
humana, sendo recomendado o seu consumo regular pela maioria das diretrizes
alimentares no mundo como parte de uma dieta saudavel devido a biodisponibilidade
de seus nutrientes (SANCHES; PEIXOTO; CADORE, 2020).

O leite de vaca é considerado um alimento completo, possuindo em sua
composicao carboidratos, lipideos, proteinas de alto valor biolégico, vitaminas (A, E,
B12, folato e riboflavina) e minerais (Ca, K, Mg, Na, P e Zn) (SANCHES; PEIXOTO;
CADORE, 2020; SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2020). A caseina, a-lactoalbumina, -
lactoglobulina e albumina sérica sdo as principais proteinas encontradas no leite
bovino (SANCHES; PEIXOTO; CADORE, 2020). Entre 0os minerais, 0 calcio € o
macroelemento mais abundante, sendo uma fonte importante para a salude 6éssea,
especialmente em criangas e adolescentes (VANGA; RAGHAVAN, 2018).

As estatisticas da Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO) em 2018 mostraram que o leite bovino é a maior variedade produzida no mundo
com aproximadamente 550 milhdes de toneladas métricas de leite. O leite de cabra
ocupou o terceiro lugar com uma producao em torno de 15 milhdes de toneladas
métricas (FAOstat, 2018).

A producéo de leite de cabra vem aumentando mais do que o dobro nas ultimas
décadas, com as tendéncias do mercado sugerindo que em 2030 crescera em 53%

(PULINA et al., 2018). No Brasil, o ultimo censo agropecuario realizado mostrou que
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0 pais possui um rebanho de caprinos de 8 milhdes de cabec¢as e uma producéo de
25 milhdes de litros de leite. Em termos de participacao regional, o Nordeste deteve
92,8% da criacdo desta espécie e 60,90% do leite produzido. O Estado da Bahia
concentrou 0 maior rebanho com 28,8%, seguido pelos Estados de Piaui (22,4%),
Pernambuco (17,2%) e Ceara (10,6%). Os maiores volumes de leite foram produzidos
pelos estados da Paraiba (22,2%), Bahia (18,4%), Minas Gerais (16,1%) e
Pernambuco (13,5%) (IBGE, 2017).

As cabras conseguem fornecer até 10% do seu peso em leite dando cerca de
400 L a 1500 L por periodo de lactacéo, o que as tornam habeis produtoras (GRILLE
et al., 2013). Esses fatores fizeram com que o comércio dos produtos derivados de
leite caprino crescessem (MILORADOVIC et al., 2015). A Instrucdo Normativa n° 37
de 2000 define leite caprino como “o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de animais da espécie caprina sadios, bem
alimentados e descansados” (BRASIL, 2000).

O leite de cabra se destaca em suas caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas, além de apresentar varios aspectos positivos a saude como boa
digestibilidade, alto valor nutricional e baixo potencial alergénico (DE MEDEIROS et
al., 2014; PARK, 2007; SILVA et al.,, 2016). Os efeitos benéficos a saude estdo
associados a diversos compostos bioativos presentes no leite caprino. Entre esses
compostos estdo os peptideos, lipidios, horménios, citocinas, oligossacarideos e
nucleotideos, que podem ter um papel importante no desenvolvimento e manutencgao
de processos metabdlicos, imunoldgicos e fisiologicos (VERRUCK; DANTAS;
PRUDENCIO et al., 2019).

O leite de cabra apresenta glébulos de gordura menores e seus acidos graxos
tém menor comprimento de cadeia quando comparados ao leite de vaca, isso melhora
seu potencial digestivo (HODGKINSON et al., 2018). O leite caprino também exibe em
sua composicdo quimica diferencas na estrutura das proteinas a-lactalbumina e (-
lactalbumina e quantidades menores ou auséncia da proteina as1-caseina, o que faz
com gque sejam menos alergénicos, tornando-os atrativos as pessoas que apresentam
alergia ao leite de vaca (ALBENZIO; SANTILLO, 2011).

Os lipideos séo responsaveis pelas caracteristicas organolépticas peculiares
do leite de cabra e seus derivados, apresentando sabor e aroma mais forte do que os
encontrados em outros tipos de leite (EL GALIOU et al., 2015; SANTURINO et al.,

2017). O leite de pequenos ruminantes apresenta quantidades elevadas de acidos
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graxos de cadeia média e curta, quando comparados ao leite de vaca. Do total de
lipideos do leite de cabra, 13-20% s&o referentes a estes acidos graxos (GAMBARO
et al., 2017) que séo responsaveis pelo peculiar "gosto de cabra”, principalmente os
acidos caprilico, caprico e caproico (CLARK; GARCIA, 2017).

O leite destes animais ainda contem &cido linoleico conjugado (CLA) que tem
se destacado por apresentar beneficios a saude como melhora do sistema
imunologico, diminuicdo do peso corporal, além de possuir atividade anticancerigena,
antioxidante e hipocolesterolémica. O CLA é produto da bio-hidrogenacéao parcial dos
lipideos da ragdo que ocorre no rumen, seu perfil depende da alimentacéo, do sistema
de criacdo, raca, idade e da época do ano (VIEITEZ et al., 2016). Essas propriedades
auxiliam no processamento e comercializacdo de produtos lacteos caprinos, como
queijo (BEZERRA et al., 2017 a), iogurte (MACHADO et al., 2017) e leite fermentado
(CHEN et al., 2018).

As demandas do mercado consumidor tém levado a industria de laticinios a
fornecer produtos que possuem componentes funcionais, como a adicdo de
probiodticos (VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO et al., 2019). O leite de cabra tem
sido o principal veiculo de probidticos entre os produtos lacteos ndo bovinos. Alguns
estudos avaliaram a sobrevivéncia de probiéticos em queijos caprinos do tipo coalho
(BEZERRA et al., 2017 a; OLIVEIRA et al., 2014), ricota (MEIRA et al., 2015) e minas
frescal (MOREIRA et al., 2019). Isso porque as suas propriedades fisico-quimicas,
como pH adequado, boa capacidade de tamponamento e alto teor de nutrientes
podem melhorar a sobrevivéncia desses micro-organismos (RANADHEERA;
NAUMOVSKI; AJLOUNI, 2018).

2.6 PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DO QUEIJO RICOTA

O queijo pode ser encontrado de diversos tipos e formas e fabricado de diversas
espécies de leite, consumido globalmente, é um dos derivados do leite mais
degustado (FERNANDES et al., 2018). De acordo com o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), queijo é definido como o “produto fresco ou
maturado que se obtém por separacao parcial do soro do leite ou leite reconstituido
(integral, parcial ou totalmente desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela acéo
fisica do coalho, enzimas especificas de bactérias especificas, de acidos organicos,

isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
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agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes” (BRASIL,
1996).

Os queijos sao categorizados de acordo com a origem do leite, forma de
coagulacéo, percentual de gordura, textura da pasta, perfil da casca e tempo de
maturacdo (BRASIL, 1996). No processo de producao dos queijos 0os componentes
hidrossolluveis que sao as proteinas do soro, a lactose e minerais ficam retidos no
soro, estes perfazem 50% das substancias do leite (FOX et al., 2017).

A coagulacdo do leite € parte do processo de fabricacdo de queijos e 0 soro
remanescente torna-se residuo sendo considerado como desperdicio pelos
produtores. Milhdes de toneladas de soro tem sido produzido por ano, essa grande
guantidade deve-se a elevacao de 2% na fabricacao de queijos.

O soro do leite é rico em proteinas de elevado valor biol6gico, minerais e
vitaminas, sendo considerado de alto valor nutricional pela industria que tem buscado
o desenvolvimento de novos produtos (CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013;
MEIRA et al., 2015; TRIBST et al., 2020). O soro de queijo contém 93-94% de agua,
4,5-6,0% de lactose, 0,6-1,1% de proteinas, 0,8-1,0% de minerais, 0,05-0,9% de &cido
latico e 0,06-0,5% de gorduras, sua composicao quimica depende do tipo de leite e
do tipo de queijo produzido (PRAZERES et al., 2012). Entre os alimentos produzidos
a partir do soro destaca-se a ricota (SALVATORE et al., 2014).

A ricota € um queijo tipicamente consumido na Italia e nos paises ibero-
americanos (BORBA et al., 2013). O nome ricota é derivado da palavra latina re-
coctus, que significa recozida ou cozida duas vezes. Definida como um produto lacteo
nao curado, macio, branco, fresco, com um sabor suave e levemente adocicado, que
€ geralmente obtido por coagulacédo induzida pelo calor (85-90 °C) e acidez com
precipitacdo das proteinas do soro de leite de vaca, ovelha, bufala ou cabra (BURITI
et al., 2007; SAMEER et al., 2020; SATTIN et al., 2016).

De acordo com o regulamento técnico ricota € o queijo obtido pela precipitacao
a quente de proteinas do soro de leite, com ou sem adicdo de acido, com adicao de
leite em até 20% (vinte por cento) do seu volume. A ricota fresca pode ser prensada
ou nao, salgada ou ndo, submetida a secagem ou ndo. Devendo apresentar aroma
suave e caracteristico, consisténcia mole, cor homogénea (branca a branco creme),
sabor proprio, suave, salgado ou ndo e textura homogénea e granulosa (BRASIL,

2020). A ricota pode ser fresca, cremosa, maturada ou defumada (PIZZILO et al.,
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2005). O creme pode ser obtido a partir da homogeneizagcdo da ricota com outros
ingredientes (FRITZEN-FREIRE et al., 2013). Devido ao seu baixo teor de gordura e
sal, alto teor proteico e facil digestibilidade, a ricota pode corresponder as demandas
dos consumidores e ao mercado de produtos leves e saudaveis (SATTIN et al., 2016).
O baixo contetdo de sal, alto valor de pH e elevada umidade podem torna-la
adequada para carrear probioticos (SAMEER et al., 2020).
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3 HIPOTESE

1 - A microencapsulagéo de L. acidophilus La-05 em alginato com revestimento
de quitosana permite a manutencéo da viabilidade da cepa durante o armazenamento,
apos exposicdo a diferentes condi¢cbes de estresse e ao trato gastrointestinal
simulado.

2 - L. acidophilus La-05 em microparticulas de alginato com revestimento de
quitosana adicionadas em matrizes lacteas e nao lacteas mantem a viabilidade celular

sem comprometer 0s aspectos sensoriais e de qualidade dos produtos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus La-05 livre e

microencapsulado em alginato e quitosana em bebidas lacteas e nédo lacteas e na

incorporacdo em creme de ricota caprino, assim como, verificar as caracteristicas de

qualidade dos produtos.

4.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir microparticulas de alginato com e sem o revestimento de quitosana
contendo L. acidophilus La-05 e determinar a eficiéncia de encapsulacao;

Avaliar a viabilidade de L. acidophilus La-05 livres e em microparticulas durante
armazenamento;

Avaliar a viabilidade de L. acidophilus La-05 livres e em microparticulas liofilizadas
apos exposicao a fatores de estresse ambiental (temperatura, pH e concentracfes
de NaCl);

Produzir e caracterizar quanto aos aspectos de qualidade os extratos
hidrossoluveis de soja e arroz, contendo células livres e microparticulas liofilizadas
de L. acidophilus La-05;

Avaliar a viabilidade de L. acidophilus La-05 livres e em microparticulas liofilizadas
adicionadas em extratos hidrossolluveis de soja e arroz e em leites caprino e
bovino, quando expostos ao trato gastrointestinal simulado;

Produzir e caracterizar quanto aos aspectos fisico-quimicos, tecnolégicos e
sensoriais um creme de ricota caprino, contendo células livres e microparticulas
liofilizadas de L. acidophilus La-05;

Avaliar a viabilidade de L. acidophilus La-05 livres e em microparticulas liofilizadas
adicionadas em um creme de ricota caprino, durante armazenamento e expostos

ao trato gastrointestinal simulado.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MICRO-ORGANISMO E OBTENCAO DO INOCULO

A cultura de Lactobacillus acidophilus La-05 foi obtida na forma liofilizada da
Chr. Hansen Brasil (Valinhos, Sdo Paulo, Brasil). As culturas liofilizadas foram
ativadas em 5 mL de caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) (HiMedia, Mumbai, India) e
incubadas a 37 °C por 24 h sob condicbes anaerdbicas (Anaerobic System
Anaerogen, Oxoid Ltda., Wade Road, UK). Posteriormente as culturas reativadas
foram colhidas por centrifugagéo (4500 g, 15 min, 4 °C), o pellet foi lavado duas vezes
em solucédo salina estéril (NaCl 0,85% p/v) e as células foram ressuspensas em 5 mL
do mesmo diluente para obter uma suspensao celular padrao.

A leitura em densidade optica (DO) a 660 nm da suspenséo das células foi de
1,8 que forneceu uma contagem de células viaveis de aproximadamente 9 log
UFC/mL quando plagueadas em agar MRS. A suspenséo celular foi submetida ao
processo de microencapsulacdo ou usadas diretamente nos ensaios como células

livres.

5.2 MICROENCAPSULACAO DE L. acidophilus La-05 PELA TECNICA DE
GELIFICACAO IONICA EXTERNA

A microencapsulacdo de L. acidophilus La-05 foi realizada pela técnica de
gelificagéo ibnica externa por extrusdo previamente descrita por De Prisco et al.
(2015), com algumas modificacfes. O Encapsulador B-395 Pro foi equipado com uma
bomba de seringa e um bico de 300 mm (BUCHI Labortechnik, Flawil, Suica) (Figura
8). A suspensao celular de L. acidophilus La-05 foi incorporada em 50 mL de uma
solucéao esteéril (121 °C por 15 min) de alginato de sédio a 3% (Sigma-Aldrich, St Louis,
EUA).

A seringa utilizada no sistema de alimentacao foi carregada com 10 mL da
suspensao de alginato de sddio e L. acidophilus La-05 e colocada no Encapsulador.
O Encapsulador foi ajustado para uma taxa de fluxo de 26 mL/min com turbo, uma
frequéncia de vibracdo de 1740 Hz e uma tenséo do eletrodo de 980 mV. As goticulas
de alginato de sddio contendo as células bacterianas foram endurecidas em 500 mL

de uma solucdo de 0,5 mol/L de CaClz e cuidadosamente agitada por 40 min,
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posteriormente as microparticulas permaneceram 30 min em repouso para
sedimentacdo. As microparticulas contendo L. acidophilus La-05 foram lavadas,
filtradas com uma peneira e mantidas em agua destilada estéril a 7 °C para os demais

experimentos.

Figura 8 - Producéo de microparticulas de alginato através do encapsulador B-395 Pro pela
técnica de gelificacdo idnica externa.

Fonte: Lopes (2018).

5.3 REVESTIMENTO DAS MICROPARTICULAS DE ALGINATO COM QUITOSANA

As microparticulas de alginato (MA) foram revestidas com duas concentragfes
de quitosana (0,5 e 0,7%) de baixo peso molecular (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). A
quitosana foi dissolvida em uma solucao de acido latico (0,8%) sob agitacdo durante
20 min a 120 rpm, e seu pH foi ajustado para 5,7 - 6,0 usando NaOH 1 mol/L,
posteriormente a solucdo de quitosana foi esterilizada (121 °C durante 15 min). As
microparticulas de alginato foram adicionadas na propor¢cédo de 1 g para 10 mL de
solucdo de quitosana e suavemente agitadas (100 rpm) durante 15 min.
Posteriormente, as microparticulas de alginato revestidas de quitosana a 0,5%
(MAQ5) e a 0,7% (MAQ?7) foram filtradas com uma peneira, lavadas com &agua
destilada estéril e armazenadas a 7 °C. Apds teste preliminar que avaliou a eficiéncia
de encapsulacdo da MAQ5 e MAQ7, apenas a concentracdo de 0,5% foi escolhida

para ser utilizada nos demais experimentos.
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5.4 LIOFILIZACAO DAS MICROPARTICULAS DE L. acidophilus La-05

As MA e MAQ5 (1 g), e as células livres (1 mL) de L. acidophilus La-05 foram
colocados em criotubos contendo 10 mL de uma solucéo do crioprotetor Skimmed Milk
estéril (Acumedia, EUA) na concentracdo de 10%. As amostras foram congeladas no
mesmo dia em que foram produzidas a -80 °C por 24 h. Os criotubos foram submetidos
ao processo de liofilizacdo (modelo L-101, Liotop, Sao Carlos, Brazil) e retirados 48 h
depois. As MA e MAQ5 liofilizadas foram referidas como MAL e MAQL,
respectivamente. As amostras de MAL e MAQL foram embaladas a vacuo e

armazenadas para experimentos posteriores.

5.5 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

A morfologia das microparticulas foi avaliada por microscopia 6ptica utilizando
um microscopio Zeiss Axio (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Goéttingen, Alemanha)
acoplado a uma céamera digital Axio-Cam HRc com ampliacdo de 25x. A
microestrutura das microparticulas foi avaliada por microscopia eletronica de
varredura (MEV). Para isso, as microparticulas foram depositadas sobre uma fita
adesiva comercial com revestimento duplo e fixadas a um stub. Em seguida, elas
foram revestidas com ouro em um Sputter Coater (SCD 050, Bal-Tec, Wetzlar,
Alemanha). Antes da secagem em ponto critico, as amostras foram transferidas para
capsulas microporosas. As amostras foram visualizadas com um MEV (Quanta 250,
Thermo Fisher Scientific-FEI, Waltham, MA, EUA) a uma tensao de aceleracdo de 15
kV.

A distribuicdo do tamanho das microparticulas (MA, MAQ5, MAL e MAQL)
foram determinadas em agua destilada pelo analisador de particulas Microtrac S3500
(Microtrac Inc., United States) e os resultados foram expressos em diametro médio de
volume (um). A distribuicdo dos tamanhos das microparticulas foi calculada utilizando
o fator de expanséo, conforme formula proposta por Cai et al. (2014):

Fator de expansao = [(dv, 90) - (dv, 10)]/ (dv, 50).

Onde D (dv, 90), D (dv, 50) e D (dv, 10) sé@o os diametros do volume cumulativo
em 90%, 50% e 10%. Este resultado fornece uma indicacao direta da variacao de

tamanho das microparticulas em relacédo ao diametro de volume médio.
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5.6 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DE L. acidophilus La-05

A eficiéncia de encapsulacéo foi realizada conforme proposto por Chavarri et
al. (2010), com pequenas modificacdes. Onde, 0,1 g de microparticulas probioticas
(MA, MAQ5, MAQ7, MAL e MAQL), separadamente, foram adicionadas em 1 mL de
solucdo salina estéril (NaCl 0,85% p/v) e agitadas com solucdo de citrato de sodio
(1%) em vortex por 10 min para quebra das microparticulas. Em seguida, as amostras
foram submetidas a diluicdo seriada (10! a 10®) em solucdo salina estéril e
posteriormente 20 uL de cada diluigao foi plaqueada em triplicata sobre agar MRS
pela técnica de inoculacdo por microgotas (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK,
2001). As placas foram incubadas por 48 h a 37 °C em anaerobiose (Anaerobic
System Anaerogen, Oxoid) e submetidas a contagem do ndmero de colbénias
formadas. Os resultados foram expressos em log UFC/mL. Esta metodologia foi
utilizada para todas as analises subsequentes de viabilidade de L. acidophilus La-05.

A eficiéncia de encapsulacéo (EE) foi calculada como segue:

EE = (N/NO) X 100.

Onde, N é o numero de células aprisionadas e libertadas das microparticulas,
e NO é o numero de células adicionadas a solucdo de alginato de sodio durante a
producdo das microparticulas. A concentracdo de quitosana que apresentou a maior

EE foi usada em todos o0s outros experimentos.

5.7 VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO DURANTE
ARMAZENAMENTO

A avaliacdo da viabilidade de L. acidophilus La-05 livres e em microparticulas
Uumidas e liofilizadas foram realizadas de acordo com Halim et al. (2017). As células
livres, e em MA e MAQS5 foram armazenadas de forma individualizada em tubos falcon
contendo agua destilada a 7 °C e a viabilidade celular foi avaliada nos dias 0, 7, 14,
21 e 28. As amostras liofilizadas de células livres, MAL e MAQL também foram
armazenadas separadamente em criotubos a 7 °C e a viabilidade celular foi avaliada
nos dias 0, 7, 15, 30, 60, 90 e 120.

Para determinar a contagem de células viaveis, 0,1 mL das células livres em
agua destilada; e 0,1 g das MA, MAQ5, MAL, MAQL e célula livre liofilizada foram
adicionadas em 1 mL de solucéo salina estéril (NaCl 0,85% p/v). As microparticulas
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foram agitadas em vértex com solucéo de citrato de sodio (1%) por 10 min para quebra
das microparticulas. As amostras foram submetidas a diluicdo seriada (10! a 10%) em
solucéo salina estéril e a contagem de células viaveis foi realizada de acordo com
metodologia descrita anteriormente pela técnica de inoculacdo por microgotas
(HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). Os resultados foram expressos em log
UFC/mL.

5.8 VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO SOB
CONDICOES DE ESTRESSE

5.8.1 Viabilidade de L. acidophilus La-05 microencapsulado durante exposicao

ao estresse térmico

O tratamento térmico foi realizado conforme proposto por Alves et al. (2015).
Onde, 0,1 g das amostras de células livres liofilizadas, MAL e MAQL de L. acidophilus
La-05 foram separadamente adicionadas em 1 mL de agua destilada estéril e
expostas as temperaturas de 72, 85, e 90 °C por 30 s em banho maria e imediatamente
resfriadas por imersao em gelo durante 10 min. As microparticulas foram agitadas em
vortex com solucdo de citrato de sédio (1%) por 10 min para quebra das
microparticulas. As amostras foram submetidas a diluicdo seriada (10! a 108 em
solucéo salina estéril e a contagem de células viaveis foi realizada de acordo com
metodologia descrita anteriormente pela técnica de inoculacdo por microgotas
(HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). Os resultados foram expressos em log
UFC/mL.

5.8.2 Viabilidade de L. acidophilus La-05 microencapsulado durante exposicao
a diferentes concentracfes de NaCl

Os testes de tolerancia a salinidade foram realizados conforme sugerido por
Sabikhi et al. (2010). Onde, 0,1 g das amostras liofilizadas de células livres, MAL e
MAQL de L. acidophilus La-05 foram adicionadas, de forma separada, em 1 mL de
diferentes concentracbes de solucdo salina estéril (1,0; 1,5 e 2,0%).
Subsequentemente foram incubados a 37 °C por 1, 2 e 3 h. As microparticulas foram

agitadas em vortex com solucéo de citrato de sodio (1%) por 10 min para quebra das
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microparticulas. As amostras foram submetidas a diluicdo seriada (10 a 10®) em
solucéo salina estéril e a contagem de células viaveis foi realizada de acordo com
metodologia descrita anteriormente pela técnica de inoculacdo por microgotas
(HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). Os resultados foram expressos em log
UFC/mL.

5.8.3 Viabilidade de L. acidophilus La-05 microencapsulado durante exposicao

a diferentes valores de pH

O efeito do pH na viabilidade de L. acidophilus La-05 livre e microencapsulado
foi avaliado de acordo com metodologia proposta por Castro-Cislaghi et al. (2012),
com algumas modificacdes. Onde, 0,1 g das amostras de células livres liofilizadas,
MAL e MAQL de L. acidophilus La-05 foram individualmente adicionadas em 1 mL de
adgua destilada estéril e expostas a diferentes valores de pH (2, 4, e 6) previamente
ajustados com HCI 5 mol/L ou com NaOH 1 mol/L. As amostras foram incubadas a 37
°C por 1, 2 e 3 h. As microparticulas foram agitadas em vortex com solucéo de citrato
de sodio (1%) por 10 min para quebra das microparticulas. As amostras foram
submetidas a diluicdo seriada (10 a 10-®) em solucéo salina estéril e a contagem de
células viaveis foi realizada de acordo com metodologia descrita anteriormente pela
técnica de inoculacéo por microgotas (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001).

Os resultados foram expressos em log UFC/mL.

59 OBTENCAO DOS LEITES CAPRINO E BOVINO E DOS EXTRATOS
HIDROSSOLUVEIS DE ARROZ E SOJA ADICIONADOS DE L. acidophilus La-05
MICROENCAPSULADO

Os leites caprino e bovino foram adquiridos de forma comercial da Fazenda
Pendéncias Carminha na cidade de Juazeirinho, Paraiba. O leite bovino foi obtido da
raca Girolando e o leite caprino das racas Alpine, Toggenburg e Saanen, ambos
submetidos a pasteurizacdo a 65 °C por 30 min. A soja e o arroz foram adquiridos no
comeércio local da cidade de Jo&do Pessoa, Paraiba. Os extratos hidrossollveis de soja
e arroz foram produzidos conforme metodologia de He, Guo e Zhu (2019), com
algumas modificacdes. Resumidamente, 100 g de graos foram deixados de molho em

200 mL de agua por 12h a 7 °C. Posteriormente a agua do molho foi descartada e os
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graos foram adicionados em um liquidificador doméstico contendo 600 mL de agua
para serem triturados. ApOs aquecimento a 90 °C por 25 min, os extratos
hidrossoluveis foram filtrados com uma peneira de aco inoxidavel com malha de 120
(Figura 9 e 10). Células livres liofilizadas, MAL e MAQL (2,5 g) foram incorporadas
separadamente em frascos de vidro estéril (50 mL) contendo 25 mL dos extratos
hidrossollveis vegetais (soja e arroz) e dos leites caprino e bovino pasteurizados.

Figura 9 - Processamento do extrato hidrossoltvel de arroz: a) molho do grao de arroz; b)
trituracéo do gréo de arroz; c) aquecimento do extrato hidrossoluvel de arroz; d) extrato
hidrossollvel de arroz preparado.

Fonte: Lopes (2020).

Figura 10 - Processamento do extrato hidrossoltvel de soja: a) molho do gréo de soja; b)
trituracéo do gréao de soja; ¢) aquecimento do extrato hidrossolluvel de soja; d) extrato
hidrossoltvel de soja preparado.

Fonte: Lopes (2020).
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5.10 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS EXTRATOS HIDROSSOLUVEIS
DE ARROZ E SOJA E VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO
DURANTE ARMAZENAMENTO REFRIGERADO

A viabilidade de L. acidophilus La-05 livre e em microparticulas liofilizadas (MAL
e MAQL) incorporadas nos extratos hidrossoluveis de arroz e soja foram avaliadas
nos dias 0, 3 e 7 de armazenamento refrigerado (7 °C). Os extratos hidrossolluveis
contendo a cepa probiética microencapsulada foram agitados em vortex com solucao
de citrato de sodio (1%) por 10 min para quebra das microparticulas. Para determinar
a contagem de células viaveis, 0,1 mL dos extratos hidrossoluveis foram adicionados
em 1 mL de solucéo salina estéril (NaCl 0,85% p/v). As amostras foram submetidas a
diluicdo seriada (101 a 10®) em solucgéo salina estéril e a contagem de células viaveis
foi realizada de acordo com metodologia descrita anteriormente pela técnica de
inoculacdo por microgotas (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). Os
resultados foram expressos em log UFC/mL.

A avaliacdo fisico-quimica dos extratos hidrossoliveis de arroz e soja
adicionados de L. acidophilus La-05 livre e em microparticulas liofilizadas (MAL e
MAQL) ocorreu nos dias 0 e 7 de armazenamento refrigerado (7 °C) (AOAC, 2005).
Os valores de pH dos extratos hidrossollveis foram determinados utilizando um
potencidometro digital (MS Tecnopon Instrumentacdo, mPA210, Piracicaba, Brasil). O
conteudo de solidos soluveis totais foram determinados em um refratbmetro digital
(Instruterm®, Sao Paulo, Brasil) e expressos como °Brix. A determinacdo da cor
instrumental foi realizada através de um colorimetro (Minolta®, modelo CR400,
Osaka, Japdao) utilizando o sistema CIEL*a*b* (CIE, 2004). O equipamento forneceu
os parametros L* (luminosidade), a* (componente vermelho (+) — verde (-)) e b*

(componente amarelo (+) — azul (-)).

5.11 VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO
INCORPORADO EM EXTRATOS HIDROSSOLUVEIS VEGETAIS, LEITES
CAPRINO E BOVINO EXPOSTOS AO TRATO GASTROINTESTINAL SIMULADO

A viabilidade de L. acidophilus La-05 em sua forma livre e em microparticulas
liofilizadas adicionadas em extratos hidrossolluveis de soja e arroz e em leites caprino

e bovino foram avaliadas durante simulacéo do trato gastrointestinal (TGI) apés 7 dias



53

de armazenamento refrigerado (7 °C) (MADUREIRA et al., 2011). Agua destilada
inoculada com L. acidophilus La-05 foi usada como amostra controle. O experimento
ocorreu de forma continua simulando o processo de digestdo no esdfago-estdmago,
duodeno e ileo. O volume inicial de 25 mL das amostras aumentou gradualmente ao
passo que as solucdes correspondentes a cada etapa da digestdo foram colocadas
no sistema. As enzimas e o0s sais biliares (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) foram
esterilizados com filtro de membrana de 0,22 um (Millipore, Billerica, MA, EUA) no
momento do experimento e conservados em banho de gelo durante a realizacdo da
simulagéo.

Na simulacao da passagem pelo es6fago-estdbmago foi adicionado uma solucao
de pepsina (25 mg/mL diluido em HCI 0,1 mol/L) a uma taxa de 0,05 mL/mL em 90
min. Nesta etapa, o pH foi reduzido gradualmente utilizando solucédo de HCla 1 mol/L.
O duodeno foi simulado adicionando solucdo de pancreatina (1 g/L diluido em
NaHCO3 a 0,1 mol/L) e sais biliares (6 g/L diluido em NaHCO3 a 0,1 mol/L) ao sistema
em uma proporcao de 0,25 mL/mL e ajustando o pH para 5,0 com NaHCO3 a 0,1
mol/L. O ileo foi simulado com o ajuste do pH para 6,5 com solucéo de NaHCO3 a 0,1
mol/L. A agitagcdo mecanica (simulagdo do peristaltismo intestinal) e a temperatura de
37 °C (simulag&o da temperatura corporal) foram realizadas em uma incubadora (TE-
424 TECNAL, Orbital Shaker Incubadora, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Os extratos hidrossoluveis foram retirados do sistema apds o término de cada
etapa da simulacéo. As amostras contendo a cepa probiotica microencapsulada foram
agitadas em vértex com solucao de citrato de sodio (1%) por 10 min para quebra das
microparticulas. Para determinar a contagem de células viaveis, 0,1 mL dos extratos
hidrossoluveis foram adicionados em 1 mL de solucéo salina estéril (NaCl 0,85% p/v).
As amostras foram submetidas a diluicdo seriada (10! a 10-®) em solucéo salina estéril
e a contagem de células viaveis foi realizada de acordo com metodologia descrita
anteriormente pela técnica de inoculacao por microgotas (HERIGSTAD; HAMILTON,;
HEERSINK, 2001). Os resultados foram expressos em log UFC/mL.

5.12 FABRICACAO DO CREME DE RICOTA CAPRINO

O soro caprino foi obtido através da producado de queijo coalho, que é tipico da

regido nordeste do Brasil. A producéo do coalho foi realizada através de coagulagéo
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enzimatica, de acordo com metodologia de Garcia et al. (2012). A Figura 11 ilustra o
fluxograma de producao do creme de ricota caprino.

Figura 11. Fluxograma de produc¢éo do creme de ricota caprino adicionado de probiotico
microencapsulado.

Obtencéo do soro de leite caprino

\l, Pasteurizagéo (A 65 °C por 30 min)

Adicao de leite integral pasteurizado (20%)

l, A 85°C

Adicao de acido acético

|

Floculacdo da massa

l, A90°C

Retiragem do sistema e descanso (20 min)

|

Retiragem dos flocos

|

Salga: NaCl (0,5%)

|

Adicao de L. acidophilus La-05 livre ou Microencapsulado

|

Embalagem e armazenamento (7 °C)

Fonte: Lopes (2018).
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O creme de ricota foi elaborada conforme proposto por Barbosa et al. (2016),
usando uma proporcdo de 20% de leite caprino integral para 80% de soro de leite
caprino. Apés o soro ser aquecido a 65 °C, o leite foi incorporado na preparacao e a
temperatura foi elevada para 85 °C. Em seguida, o acido acético (0,67%) foi
adicionado para obter o precipitado proteico. Quando a temperatura atingiu 90 °C, a
preparacao foi removida do aquecimento e deixada em repouso por 20 min. Apds o
periodo de descanso, os flocos foram removidos, homogeneizados e salgados com
NaCl (0,5%) (Figura 12).

Posteriormente, foram adicionados 1 g de células livres liofilizadas, MAL ou
MAQL para cada 10 g de ricota. O creme de ricota foi embalado em sacos de
polipropileno e armazenado a 7 °C por 7 dias concordando com as orientacdes
técnicas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) que sugere que
este produto seja comercializado em até 7 dias de armazenamento sob refrigeracéo
(EGITO et al., 2007).

Foram formulados quatro tipos de creme de ricota caprino: creme de ricota
adicionado de L. acidophlus La-05 em MAL, creme de ricota caprino adicionado de L.
acidophlus La-05 em MAQL, creme de ricota caprino adicionado de células livres
liofilizadas de L. acidophlus La-05 e creme de ricota caprino sem adi¢cdo de micro-
organismo. Cada tipo de creme de ricota produzido seré avaliado separadamente. As
amostras foram processadas em triplicata e em dois experimentos diferentes. Para
cada teste, as amostras foram formuladas a partir do mesmo lote de soro de leite e

leite.

Figura 12 - Processamento do creme de ricota caprino: a) soro de leite caprino em
aguecimento; b) Floculagdo da massa; ¢) Creme de ricota caprino preparado.

Fonte: Lopes (2019).
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5.12.1 Anélises microbiolégicas e viabilidade de L. acidophilus La-05

microencapsulado durante armazenamento refrigerado

Os cremes de ricota de cabra foram submetidos as analises microbiolégicas
preconizadas pela legislacao vigente RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL,
2001) destinadas aos queijos de muito alta umidade que fazem parte do grupo de
alimentos n° 8 (leite de bovinos e de outros mamiferos e derivados). Vinte e cinco
gramas de amostras foram submetidas as analises de coliformes totais e
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positivo, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes, de acordo com metodologias da American Public Health Association
(APHA, 2001).

As amostras de creme de ricota caprino com L. acidophilus La-05 livres e em
microparticulas liofilizadas foram armazenados a 7 °C e a viabilidade celular foi
avaliada nos dias 0 e 7 de armazenamento. Para determinar a contagem de células
viaveis, 0,1 g do creme de ricota foi adicionado em 1 mL de solucdo salina estéril
(NaCl 0,85% p/v). O creme de ricota que continha as microparticulas foram agitados
em voértex em solucdo de citrato de sédio (1%) por 10 min para quebra das
microparticulas. As amostras foram submetidas a diluicdo seriada (10! a 10®) em
solucéo salina estéril e a contagem de células viaveis foi realizada de acordo com
metodologia descrita anteriormente pela técnica de inoculacdo por microgotas
(HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). Os resultados foram expressos em log
UFC/mL.

5.12.2 Viabilidade de L. acidophilus La-05 microencapsulado incorporado em

creme de ricota caprino exposto ao trato gastrointestinal simulado

A viabilidade de L. acidophilus La-05 em sua forma livre e em microparticulas
liofilizadas incorporadas no creme de ricota caprino foram avaliados durante
simulacdo do trato gastrointestinal no 7° dia de armazenamento refrigerado (7 °C)
(MADUREIRA et al., 2011). Para isso, 25 g do creme de ricota caprino foi adicionado
em frasco estéril (50 mL). O experimento foi realizado de acordo com metodologia
descrita no tépico 5.11. As amostras de creme de ricota caprino foram retiradas do
sistema apos o término de cada etapa da simulagéo.

As amostras contendo a cepa probidtica microencapsulada foram agitadas em



57

vortex com solucdo de citrato de sédio (1%) por 10 min para quebra das
microparticulas. Para determinar a contagem de células viaveis, 0,1 mL das amostras
foram adicionados em 1 mL de solucéo salina estéril (NaCl 0,85% p/v). Posteriormente
foram submetidas a diluicdo seriada (10! a 10®) em solucdo salina estéril e a
contagem de células viaveis foi realizada de acordo com metodologia descrita
anteriormente pela técnica de inoculagéo por microgotas (HERIGSTAD; HAMILTON;
HEERSINK, 2001). Os resultados foram expressos em log UFC/mL.

5.12.3 Avaliagédo do rendimento e sinerese do creme de ricota caprino

O rendimento das amostras do creme de ricota caprino foram calculados
utilizando o peso do creme de ricota obtido no final do processamento para cada litro
da mistura de leite e soro do leite de cabra empregados na producédo do creme de
ricota (g de creme de ricota/L de leite e soro de leite) (BORBA et al., 2013). A sinerese
foi calculada como o peso de soro liberado por cada grama de ricota em sua propria
embalagem apds o periodo de armazenamento (dia 1 e 7) dividido pelo peso do queijo

em gramas da mesma embalagem e multiplicado por 100 (BORBA et al., 2013).

5.12.4 Andlises de pH, acidez, atividade de 4gua e composicdo centesimal do

creme de ricota caprino

As amostras do creme de ricota caprino foram submetidas aos ensaios para
determinacao de: pH, acidez em &cido latico, umidade, proteinas, cinzas, lipideos e
atividade de agua (Aa) (AOAC, 2005) no 1° e 7° dia de armazenamento refrigerado (7
°C). O pH das amostras foi aferido com um pHmetro modelo 021/15 (Quimis, S&o
Paulo, Brasil). A acidez em &cido latico foi determinada por titulacdo com solucéo de
hidroxido de sddio 0,1 N (920.124). A umidade foi determinada por secagem a 105 °C
até peso constante (925.09). Cinzas por incineracdo em mufla a 550 °C (930.30). O
teor de proteinas pelo método de Kjeldahl (939.02) e os lipideos pelo método de
Gerber, conforme metodologia adaptada para queijos (2000.18). A atividade de agua
foi determinada através do equipamento Aqua Lab modelo CX-2 (Aqualab, Pullman,
EUA) (978.18).

5.12.5 Anélise de proteodlise do creme de ricota caprino
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A protedlise foi avaliada no 1° e 7° dia de armazenamento refrigerado (7 °C)
através do indice de protedlise em extensdo (IPE) e do indice de protedlise em
profundidade (IPP), utilizando as equacfes: IPE = (NS a pH 4,6) / NT (nitrogénio total)
x 100; e IPP = (NS em TCA) / NT x 100 (BEZERRA et al., 2016). As determinagbes
dos teores de nitrogénio total (NT), nitrogénio soluvel (NS) em &cido tricloroacético
(TCA) e nitrogénio soluvel (NS) em pH 4,6 foram realizadas pelo método de Kjeldahl,
seguindo a metodologia da AOAC (2005) (939.02).

5.12.6 Andlise de textura e cor instrumental do creme de ricota caprino

A analise de textura (dureza, elasticidade, adesividade, gomosidade e
coesividade) do creme de ricota caprino foi realizado de acordo com Barbosa et al.
(2016) no 1° e 7° dia de armazenamento refrigerado (7 °C), através de teste de dupla
compressao utilizando um texturémetro TA-XT2® (Stable Micro Systems, Haslemere,
Reino Unido) e dispositivo cilindrico de acrilico com 25 mm de didmetro, compressao
de 1 cm e velocidade de 1 mm/s. As amostras foram colocadas em recipiente cilindrico
de inox com altura de 2 cm e diametro de 5 cm. O software Texture Expert for
Windows® — versdo 1.20 (Stable Micro Systems) foi utilizado para analise dos dados.

A cor instrumental foi determinada através de colorimetro CR-300 (Minolta Co.,
Osaka, Japao), utilizando o sistema CIEL*a* b* (CIE, 2004). O equipamento forneceu
os parametros L* (luminosidade), a* (componente vermelho (+) — verde (-)) e b*

(componente amarelo (+) — azul (-)).

5.12.7 Analise do perfil de aclUcares e acidos organicos do creme de ricota

caprino

Um extrato solUvel das amostras de creme de ricota caprino foram preparados
para determinar o perfil de acucares e &cidos organicos (ZEPPA, CONTERNO,
GERBI, 2001) no 1° e 7° dia de armazenamento refrigerado (7 °C). As amostras (29)
foram homogeneizadas com um aparelho Ultra Turrax (IKA, Staufen, Germany) por 10
min em 10 mL de agua ultra pura. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (4000
g, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo e em filtro

de membrana de 0,45 mm.
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O perfil de agucar foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(VARIAN Waters 2690, Califérnia, USA), usando um sistema isocratico de solvente,
valvula “Rheodyne” com alga de 20uL; acoplado com uma coluna Agilent Hi-Plex Ca
(7,7 x 300mm, 8p), a 85 °C e detector de indice de refracdo (VARIAN). Agua ultrapura
foi utilizada como fase movel, a um fluxo de 0,6 mL/min e o tempo de duracdo da
corrida foi de 30 min. A quantificacdo dos agucares foi realizada com a injecdo de uma
curva padrdo para cada acucar detectado, para a obtencédo da equacao da reta. Os
dados do perfil de acucares foram processadas no software GALAXIE
Chromatography Data System e a quantificacao foi obtida por inje¢ao da curva padréo
e expressa em g/100g.

O perfil de acidos orgéanicos foi analisado em cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Chromaster HPLC, Hitachi, Toquio, Japdo) com injecdo automatica e
bomba quaternéria. A deteccdo dos &cidos organicos foi realizada em coluna
Phenomenex Luna C18 (4,6 x 150 mm, 5 ym) a 40 °C, equipado com um detector de
arranjo de diodo (Hitachi, Tokyo, Japan) com comprimentos de onda de 210 nm e
solucédo de agua e metanol (97,5:2,5) como fase movel (fluxo de 0,5 mL/min por 15
min). Os dados do perfil de &cidos organicos foram processadas no software EZ Crom

e a quantificacéo foi obtida por injecdo da curva padréao e expressa em g/100g.

5.12.8 Andlise do perfil de acidos graxos do creme de ricota caprino

A metilacdo dos acidos graxos presentes nos extratos lipidicos foi realizada
seguindo a metodologia adaptada de Molkentin e Precht (2000) no 1° e 7° dia de
armazenamento refrigerado (7 °C). A extracao foi realizada em 0,5 g de cada amostra
de creme de ricota de cabra usando solucdes de 2 mol/L de KOH e 1,25 mol/L de HCI
diluidas em metanol. A deteccdo dos ésteres de acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa (Varian 430-GC, Califérnia, EUA), acoplada com detector de
ionizacdo de chama e a uma coluna capilar de silica fundida (SP™-2560, SUPELCO,
Bellefonte, EUA), com dimensdes de 100 m x 0,25 mm e 0,20 um de espessura do
filme. O hélio foi utilizado como gas de arraste (vazéo de 1 mL/min).

A temperatura inicial do forno foi de 40 °C sendo aumentada 10 °C/min até
atingir 180 °C, permanecendo por 30 min, seguida de outro aumento de 10 °C /min
até atingir 240 °C, o qual foi mantido por mais 10 min, totalizando 62 min. As

temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 240 e 250 °C,
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respectivamente. Aliquota do extrato esterificado (1,0 mL) foi injetada em um injetor
Split/Splitless e o0s cromatogramas foram registrados em software Galaxie
Chromatography Data System. Os acidos graxos foram identificados pela comparacéo
dos tempos de retencéo dos ésteres metilicos das amostras com os padrdoes de um
Kit Supelco ME19 (Boston, MA, EUA) (ésteres metilicos de acidos graxos C6 - C24).
Os é&cidos graxos foram identificados por comparagdo dos tempos de retencédo dos
ésteres metilicos das amostras e expressos como g/100 g. Foram calculados os
indices de: aterogenicidade (IA), trombosidade (IT), acidos graxos desejaveis (DFA) e

acidos graxos saturados hipercolesterolémico (HSFA) (SPERRY et al., 2018).

5.12.9 Andlise do perfil de volateis do creme de ricota caprino

Os compostos volateis das amostras do creme de ricota de cabra foram
extraidos de acordo com Bezerra et al. (2017 a) no 1° e 7° dia de armazenamento
refrigerado (7 °C), utilizando a técnica de microextracdo em fase solida (SPME). Uma
fibora revestida com 65 um de Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno (PDMS/DVB)
(Supelco, Bellafonte, PA, EUA) foi usada para extracdo do headspace. Antes do uso,
a fibra foi ativada de acordo com as condi¢des do fabricante (250 °C/30 min). Vinte
gramas de amostra foram colocadas em um frasco de vidro de 100 ml, com uma tampa
rosqueavel contendo um septo revestido de Teflon.

O sistema foi submetido ao aquecimento a 45 °C em banho-maria por 20 min.
Apés esse periodo, a fibra foi exposta ao headspace por 40 min a 45 °C. Em seguida,
a fibra foi inserida no injetor de cromatografia em fase gasosa a 250 °C por 7 min no
modo splitless. A separacao dos compostos foi realizada utilizando um cromatografo
a gas 7890B acoplado a um espectrometro de massa da Agilent Technologies 5977B
(Little Falls, DE, EUA) e uma coluna VF-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O
espectrometro de massa foi operado por impacto de elétrons, com uma energia de
ionizagao de 70 eV e uma variacdo de scan de m/z 35 a m/z 350 a 3,33 scan/s.

A identificacdo dos compostos foi realizada através da analise dos padrbes de
fragmentacao exibidos nos espectros de massa. A confirmacéao foi feita comparando
seus espectros de massa com 0s presentes na base de dados fornecida pelo
equipamento NIST (National Institute of Standards and Technology, EUA); bem como

através dos seus indices de retengdo com os de compostos conhecidos, através da
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injecdo de n-alcanos homologos (C8-C20). A quantificacdo dos volateis foi obtida pela
normalizacdo das &reas dos compostos e expressa em porcentagem da area (%).

5.12.10 Analise sensorial

A andlise sensorial foi realizada ap6s aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
sob o numero de CAEE 19328619.7.3001.5188 com parecer 3.666.836 (Anexo C).
Somente foram submetidos a andlise sensorial os queijos cujas anélises
microbiolégicas indicaram o atendimento aos padrées recomendados pela legislacéo
especifica (BRASIL, 2001).

A avaliacdo sensorial foi realizada no 7° dia de fabricacdo do creme de ricota
caprino por uma equipe de 100 provadores nao treinados, consumidores habituais do
produto, recrutados aleatoriamente uma Unica vez, constituidos tanto pelo género
feminino como masculino, com idade acima de 18 anos, alfabetizados. Os provadores
nao apresentavam problema de saude ou deficiéncia fisica que viesse a comprometer
a avaliagédo sensorial dos produtos, especificamente relacionado a trés dos sentidos
humano: olfato, paladar e viséao.

A avaliagdo sensorial das amostras foi realizada através de teste de aceitagéo
do consumidor, intencdo de compra e teste de preferéncia entre as amostras
(MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007). O teste de aceitacdo do consumidor foi
baseado na aparéncia, cor, textura, sabor, aroma e avaliagdo global do produto,
utilizando-se escala hedodnica estruturada de 9 pontos (Apéndice A). (1 = desgostei
muitissimo; 2 = desgostei muito; 3 = desgostei moderadamente; 4 = desgostei
ligeiramente; 5 = nem gostei/nem desgostei; 6 = gostei ligeiramente; 7 = gostei
moderadamente; 8 = gostei muito; 9 = gostei muitissimo). Os cremes de ricota foram
considerados aceitos quando obtiveram média = 5,0 (equivalente ao termo hedbénico
“nem gostei/nem desgostei”). A intencdo de compra também foi avaliada através de
escala hedbnica de 5 pontos (1 = jamais compraria; 2 = possivelmente ndo compraria,;
3 = talvez comprasse/talvez ndo comprasse; 4 = possivelmente compraria; 5 =
compraria) (Apéndice A). Para o teste de preferéncia os provadores foram convidados
a escolher as amostras mais e menos apreciadas (Apéndice B).

Os participantes ap6s assinarem o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido — TCLE (Apéndice C) analisaram as amostras de: creme de ricota caprino
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sem adicdo de probioticos; creme de ricota caprino adicionado de L. acidophilus La-
05 livre lioflizado; creme de ricota caprino adicionado de L. acidophilus La-05 em MAL,;
creme de ricota caprino adicionado de L. acidophilus La-05 em MAQL. As amostras
foram apresentadas em recipientes descartaveis adequados, devidamente
codificados com numeros aleatérios de 3 digitos a uma temperatura na faixa de 7 a
10 °C. A avaliacdo foi procedida em cabines individuais, sob luz branca,
acompanhados com agua mineral em temperatura ambiente e bolacha tipo agua e sal

para remocao do sabor residual.

5.13 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada utilizando o software Sigma Stat 3.5. (Jandel
Scientific Software, San Jose, California). Os experimentos foram executados em
triplicata, em dois momentos independentes (repeticdes) e os resultados expressos
como uma média + desvio padrdo dos ensaios. Os dados foram analisados para
determinar diferencas significativas (p < 0,05) através da analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. O teste de Friedman foi utilizado para analisar
o teste de classificacdo de preferéncias da analise sensorial.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados oriundos deste trabalho culminaram em dois artigos cientificos.
O primeiro artigo com o titulo “Microencapsulation of Lactobacillus acidophilus La-05
and incorporation in vegan milks: Physicochemical characteristics and survival during
storage, exposure to stress conditions, and simulated gastrointestinal digestion” foi
publicado no periédico Food Research International. E o segundo artigo com o titulo
“Spreadable goat Ricotta cheese added with Lactobacillus acidophilus La-05: Can
microencapsulation improve the probiotic survival and the quality parameters?” esta

sendo submetido para periodicos de alto fator de impacto.

6.1 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

As imagens de microscopia 6Optica (Figura 13) mostram as microparticulas (MA
e MAQ5) integras, esféricas e uniformes, bem como dispersas sem aglomeracédo. A
partir das imagens da microscopia eletronica de varredura, observou-se que as MAL
eram asperas com dobras e cavidades, apresentando uma estrutura porosa (Figura
14). O revestimento de quitosana na microparticula de alginato (MAQL) resultou em
uma estrutura menos porosa e mais estavel. Isto se deve provavelmente as interacées
eletrostaticas entre o grupo carboxilato (-COO-) do alginato com o grupo amina
catidnico (-NH®**) da quitosana (DARJANI et al., 2016; DIMA et al., 2016; JIANG et al.,
2014; SHI; ALVES; MANO, 2008).

Assim, o revestimento de quitosana diminuiu a permeabilidade do alginato,
fornecendo uma superficie uniforme e espessa, resultando em uma microparticula
mais compacta e mais densa (VAZIRI; ALEMZADEH; VOSSOUGHI, 2018). Portanto,
a quitosana foi capaz de cobrir as porosidades da cdpsula de alginato, o que pode ter
aumentado a protecao da cultura probidtica (Figura 14) (ANSARI et al., 2017).

O diametro de MA, MAQ5, MAL, MAQL foram de 793,93 + 10,81, 891,43 +
50,92, 740,60 = 13,18 e 865,80 + 28,58 um, respectivamente. O tamanho das
particulas na faixa de micrébmetros pode fornecer uma textura suave ao produto
alimentar, enquanto as particulas em tamanho em milimetros podem fornecer uma
textura arenosa (ZANJANI et al., 2012). Além disso, sdo necessarias particulas com
tamanho superior a 100 ym para oferecer protegao as células probidticas durante

condicbes gastrointestinais simuladas (ZANJANI et al., 2014). A incorporagcdo de
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quitosana na microparticula de alginato (MAQ5) resultou em um aumento no diametro
meédio das particulas (891,43 + 50,92 ym) e no fator de expanséo (1,04 + 0,01) em
comparacao com a microparticula de alginato sem o revestimento (MA, 793,93+ 10,81
um e 0,97 £ 0,08, respectivamente). Portanto, as microparticulas revestidas com
quitosana apresentaram um diametro maior e menos uniforme. De fato, quando a

quitosana é incorporada como revestimento, € produzida uma membrana externa
mais densa e mais espessa (NUALKAEKUL et al., 2012).

Figura 13 - Imagens de microscopia 6ptica das microparticulas com aumento de 25x: a)
microparticulas de alginato (MA) b) microparticulas de alginato revestidas de quitosana
(MAQ5).

Fonte: Lopes (2018).

Figura 14 - Imagens de microscopia eletrbnica de varredura das microparticulas com
aumento de 500x: a) microparticulas de alginato liofilizadas (MAL) b) microparticulas de
alginato revestidas de quitosana liofilizadas (MAQL).

Fonte: Lopes (2019).

Os fatores de expansao de MA e MAQS5 mostraram pequena variagdo na
distribuicdo de tamanho, j4 as MAL e MAQL apresentaram um diametro menos
uniforme, com fatores de expansao de 1,39 + 0,02 e 1,59 + 0,02, respectivamente. O

processo de liofilizagdo resultou em uma diminuigdo no didmetro das microparticulas



65

com tamanho de 793,93 £ 10,81 para 740,60 = 13,18 um para microparticulas de
alginato e de 891,43 + 50,92 pym para 865,80 + 28,58 ym para microparticulas de
alginato revestido de quitosana. Este efeito pode ser atribuido a perda de agua durante
0 processo de liofilizacdo. Além disso, a secagem pode resultar em aglomeracéo e
perda da forma esférica, resultando em redu¢des no tamanho das microparticulas
(ETCHEPARE et al., 2016).

6.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DE L. acidophilus La-05

Os resultados da viabilidade de L. acidophilus La-05 e a EE estéo dispostos na
Tabela 1. L. acidophilus La-05 nas MA, MAQ5, MAL e MAQL apresentou uma
contagem antes do microencapsulamento entre 8,16 e 8,24 UFC/mL. Apds o
microencapsulamento, a contagem celular ficou entre 8,09 e 8,10 UFC/mL para
microparticulas umidas (MA e MAQ5) e 7,57 e 7,65 UFC/mL para as microparticulas
liofilizadas (MAL e MAQL). As microparticulas revestidas de quitosana a 0,7% (MAQ?7)
mostraram uma reducéo de 2,6 log UFC/mL no numero de células microencapsuladas
(Tabela 1). Esse resultado sugere que solucdes de quitosana mais concentradas
podem afetar negativamente a viabilidade de bactérias microencapsuladas (MARTIN
et al., 2015). Devido a queda na viabilidade de L. acidophilus La-05 em MAQ?7, as
MAQ5 foram escolhidas para a execucédo dos demais experimentos. Com excec¢ao
das MAQ7 (< 60%), todos os outros tipos de microparticulas apresentaram uma alta
eficiéncia de encapsulagéo (> 90%).

Esses resultados mostram que a técnica de gelificacdo idnica externa foi
apropriada e que os materiais microencapsulantes (alginato e quitosana a 0,5%) foram
compativeis e viaveis para produzir microparticulas contendo probioticos (HOLKEM et
al., 2016). Contudo, a eficiéncia de encapsulacdo e o numero de células das
microparticulas revestidas de quitosana (0,5%) n&o foi superior (p = 0,05) as
microparticulas sem o revestimento. De fato, os métodos de revestimento geralmente
nao afetam a viabilidade probiotica nas microparticulas (CHEN et al., 2017; DARJANI
et al., 2016).

O processo de liofilizac&o resultou em uma reducéo < 1 log UFC/mL nas células
probidticas. A liofilizacdo é considerada uma das principais tecnologias utilizadas para
obter produtos probidticos secos, pois evita o estresse oxidativo e os danos térmicos

nas células. Apesar dessa técnica possivelmente resultar em reducdes na
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sobrevivéncia probidtica apds sua aplicacdo devido principalmente a formacdo de
cristais de gelo durante o congelamento (HALIM et al., 2017; GUEDES et al., 2019).
As microparticulas liofilizadas apresentaram contagens probidéticas superiores a 7 log

UFC/mL e uma alta eficiéncia de microencapsulacéao (> 90%).

Tabela 1 - Contagem (log UFC/mL) de células viaveis antes e aps a microencapsulacao de
L. acidophilus La-05 e a eficiéncia de encapsulacao

Contagem de células viaveis (log UFC/mL)

_ Tipos de NGmero de células Numero de células EE (%)
Microparticulas iniciais microencapsuladas
MA 8,16 + 0,032 8,09 + 0,022 99,27 + 0,592
MAQ5 8,20+ 0,042 8,10 £ 0,022 99,33+ 0,152
MAQ7 8,19 £ 0,102 531 +0,13° 64,82+ 0,83°
MAL 8,23 + 0,022 7,65 + 0,08° 92,68 +1,12°
MAQL 8,24 + 0,012 7,57 + 0,06° 91,87+ 0,91°

MA: microparticulas de alginato; MAQS5: microparticulas de alginato revestida de quitosana
com concentracao de 0,5%; MAQ7: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracéo de 0,7%; MAL: microparticulas de alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas
de alginato revestidas de quitosana com concentracdo de 0,5% liofilizadas. Os valores
expressos sdo médias de seis ensaios independentes + desvio padrao. 2~ letras minUsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.

6.3 VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO DURANTE
ARMAZENAMENTO

A Tabela 2 apresenta a viabilidade de L. acidophilus La-05 livre e
microencapsulado (MA e MAQ5) durante o armazenamento refrigerado (7 °C). A
contagem celular da cepa em sua forma livre apresentou ao final de 28 dias de
armazenamento uma reducéo de 4,84 log UFC/mL. No mesmo periodo, L. acidophilus
La-05 microencapsulado mostrou maior sobrevivéncia (p < 0,05), com uma reducgao
de 1,7 log UFC/mL para MA e de 1,6 log UFC/mL para MAQ5. O revestimento de
quitosana na microparticula de alginato (MAQ5) promoveu uma maior protecdo ao
probiotico (p < 0,05). Esses resultados podem estar relacionados a capacidade do gel
de alginato e do revestimento de quitosana de formar uma barreira fisica contra as
condicbes de estresse, preservando a viabilidade do probidtico durante o
armazenamento (DE PRISCO et al., 2015; ETCHEPARE et al., 2016).
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Tabela 2 - Contagem (log UFC/mL) de L. acidophilus La-05 microencapsulado durante 28 dias
de armazenamento refrigerado (7 °C)

Tempo (dias)

Amostras 0 7 14 21 28
Células livies 813+ 0,02% 6.45+ 0098 502+ 0065 431%0,17% 3,29+ 0126
MA 804+ 006" 80L+000% 713+013% 670+001% 632+ 0,03%
MAQ5 812+005% 7.02+002% 710004 693+0.10° 648+ 0 06

MA: microparticulas de alginato; MAQS5: microparticulas de alginato revestidas de quitosana
com concentracdo de 0,5%. Os valores expressos sdo médias de trés ensaios independentes
+ desvio padréo. 2~ ¢ letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p <
0,05), de acordo com o teste de Tukey. “~E: letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa (p < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.

A viabilidade de L. acidophilus La-05 em microparticulas liofilizadas foram
avaliadas durante um periodo mais longo (120 dias a 7 °C) (Tabela 3). As contagens
das células livres liofilizadas diminuiram aproximadamente 1,8, 2,89 e 3,57 log
UFC/mL apés 30, 60 e 120 dias de armazenamento refrigerado. Por outro lado, as
contagens da cultura probiética em MAL e MAQL diminuiu ~1 log UFC/mL apenas
apos 90 dias de armazenamento (p < 0,05). Portanto, a liofilizacdo das microparticulas
contendo L. acidophilus La-05 (MAL e MAQL) resultou em uma maior sobrevivéncia
(p < 0,05) da cepa probidtica durante 120 dias de armazenamento (Tabela 2).
Contudo, o revestimento de quitosana nas microparticulas de alginato liofilizadas
(MAQL) nao proporcionou um efeito protetor maior ao probidtico (p = 0.05).

Tabela 3 - Contagem (log UFC/mL) de L. acidophilus La-05 em microparticulas liofilizadas
durante 120 dias de armazenamento refrigerado (7 °C)
Tempo (dias)

Amostras 0 7 15 30 60 90 120
Células 744+ 731+ 668+ 555&¢ 487+ 455+ 3871
livres 008%  009%  004%  009°  004% 002 0055
VAL 760+ 744+ 733+ 700+ 678+ 666+ 659+
013 001  012%  001° 0020 0,162 0 11F
waoL 757t  750% 689 687+ 670+ 646: 627

0,07Aab 0,12%a 0,028° 0,028¢P 0,17¢2 0,18 0,09F
MAL: microparticulas de alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de
quitosana com concentracao de 0,5% liofilizadas. Os valores expressos sdo médias de trés
ensaios independentes + desvio padrdo. 2~ ¢ letras mindsculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca (p < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.”~°: letras mailsculas diferentes
na mesma linha indicam diferenca (p < 0,05), de acordo com o teste de Tukey.

As contagens minimas sugeridas para produtos probiéticos foram reportadas
sendo de 6 log UFC/mL (GUEDES et al., 2019). Assim, L. acidophilus La-05 em sua
forma livre poderia ser considerado probiotico por 7 dias, ja a cepa livre liofilizada
durante 15 dias de armazenamento refrigerado. L. acidophilus La-05
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microencapsulado em MA e MAQ5 poderiam ser considerados probioticos durante 28
dias, e em microparticulas liofiizadas (MAL e MAQL) durante 120 dias de
armazenamento. A liofilizagcdo das microparticulas aumentou a vida util da cepa
probidtica em pelo menos 105 dias. Ao remover a agua, o processo de liofilizacdo
limita as reacbes quimicas e as atividades metabdlicas, proporcionando maior
estabilidade aos probiéticos por um periodo de armazenamento mais prolongado
(BROECKX et al., 2016; GUEDES et al., 2019).

6.4 VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO DURANTE
EXPOSICAO A DIFERENTES CONDICOES DE ESTRESSE

A Tabela 4 apresenta a viabilidade de L. acidophilus La-05 livres e em
microparticulas liofilizadas durante exposicao a diferentes condicbes de estresse.
ApOs exposicao ao estresse térmico, as células livres liofilizadas diminuiram (p < 0,05)
~4 log UFC/mL. Como esperado, a reducdo no numero de células viaveis aumentou
com o0 aumento da temperatura. Por outro lado, L. acidophilus La-05 em MAL e MAQL
diminuiram menos del log UFC/mL apés os tratamentos térmicos testados (Tabela
4). Este resultado é relevante, pois um dos principais fatores que determinam o uso
de culturas probidticas no processamento de alimentos € a resisténcia térmica
(VERRUCK; DANTAS; PRUDENCIO, 2019). Segundo Yao et al. (2017) o
aquecimento € um processo usado com frequéncia na industria alimenticia e se torna
essencial na fabricacdo de produtos probidticos que a cepa utilizada se mantenha
viavel apds o processamento do alimento.

As células livres liofilizadas ndo foram capazes de manter uma contagem
celular > 6 log UFC/mL em todas as temperaturas a que foram submetidas. Em
contrapartida, MAL e MAQL mantiveram a contagem celular de L. acidophilus La-05
acima de 7 log UFC/mL, indicando que foram resistentes e que protegeram a cepa
probiética do calor e subsequente exposicdo ao frio, sendo vidveis para serem
incorporadas em produtos submetidos a estresse térmico. Nao foram observadas
diferencas entre MAL e MAQL, independente da temperatura avaliada. Portanto, nédo
houve impacto do revestimento de quitosana na resisténcia ao calor da cultura
probidtica (p = 0,05).
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O efeito de diferentes concentracdes de NaCl sobre L. acidophilus La-05 livres
e em microparticulas liofilizadas foi demonstrado na Tabela 4. As células livres
liofilizadas de L. acidophilus La-05 diminuiram (p < 0,05) entre 1 e 2,5 log UFC/mL
apos a exposicdo ao NaCl. A viabilidade da cepa diminuiu a medida que a
concentracdo de NaCl aumentou (p < 0,05). L. acidophilus La-05 em MAL e MAQL,
mostraram reduc¢des (p < 0,05) inferiores a 1 log UFC/mL (Tabela 4). O NaCl € um
ingrediente sempre presente na fabricacdo de alimentos, no entanto, em produtos
probioticos, a concentracdo de sal adicionada pode comprometer a viabilidade celular,
pois a sobrevivéncia da cepa na presenca de NaCl pode ser fortemente afetada pela
reducdo da atividade da 4gua e aumento da osmolaridade (SABIKHI et al., 2010).

As células livres liofilizadas foram capazes de sobreviver em contagens
superiores a 6 log UFC/mL apds exposicao ao NaCl a 1,0 e 1,5%, mas apresentaram
contagens mais baixas (5,09 - 5,74 UFC/mL) a 2,0% por 2 e 3 h (Tabela 4). Em ambas
as microparticulas avaliadas (MAL e MAQL), a cultura probiotica manteve a viabilidade
celular acima de 6 log UFC/mL em todas as concentracdes e tempo, indicando ser
viaveis para serem incorporadas em produtos adicionados com até 2,0% de NacCl.
N&o foram observadas diferengas (p = 0,05) entre MAL e MAQL, independente do
tempo de exposicao e da concentracdo de NacCl.

Os resultados de viabilidade de L. acidophilus La-05 livres e em microparticulas
liofilizadas durante exposicdo a diferentes valores de pH também esta disposto na
Tabela 4. As células livres liofilizadas reduziram (p < 0,05) entre 1 e 3,6 log UFC/mL
apos serem expostas aos diferentes valores de pH. A viabilidade diminuiu a medida
que os valores de pH diminuiram e o tempo de exposi¢cdo aumentou (p < 0,05). Para
L. acidophilus La-05 em MAL e MAQL, foram observadas redugoes (p < 0,05) < 1 log
UFC/mL. Esses dados mostram que a microencapsulacdo ajudou os probioticos a
manter a viabilidade durante a exposicdo em ambiente acido. As células livres foram
capazes de sobreviver em contagens > 6 log UFC/mL) ap0s exposicao ao pH 6 e 4,
mas apresentaram contagens mais baixas (4,13 - 5,10 UFC/mL) apH 2 por2 e 3 h
(Tabela 4).

Em ambas as microparticulas testadas, o probiotico manteve a viabilidade
acima de 6 log UFC/mL em todos os pH e tempos, indicando serem viaveis para
incorporagao em produtos com acidez muito alta. De maneira geral, foram observadas
diferencas (p < 0,05) entre a contagem de células viaveis de MAL e MAQL. Em pH 6

e 4, microparticulas de alginato revestidas de quitosana mostraram uma menor
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viabilidade da cepa probiotica, ja em pH 2, a incorporacdo da quitosana aumentou a
sobrevivéncia probidtica (p < 0,05) (Tabela 4). Os resultados sugerem que o
revestimento de quitosana promove uma maior protecdo ao probiotico em valores de
pH muito baixos. De fato, a quitosana quando usada com o alginato apresenta
beneficios adicionais, pois é capaz de tamponar 0 excesso de prétons, mitigando o
ambiente acido através da pronacdo de seus grupos amina que possui um pKa de
~6,2 (LING et al., 2019).

Tabela 4 - Contagem (log UFC/mL) de L. acidophilus La-05 microencapsulado exposto a
diferentes condicdes de estresse

Contagem de células viaveis (log UFC/mL)

CondicOes de estresse Tempo (h) Células livres MAL MAQL
Temperatura Sem exposigdo 7,71 +0,02%*  7,69+0,01%* 7,70+ 0,01
72 °C - 5,50 + 0,088° 7,62 +0,017° 7,62 + 0,017
85 °C - 4,56 + 0,088 7,45 + 0,014¢ 7,51+ 0,077°
90 °C - 3,66 + 0,07% 7,33 + 0,047 7,23 + 0,09%°
NacCl Sem exposicdo 7,68 + 0,044 7,60 + 0,045 7,49 + 0,02¢
1 7,39 + 0,018° 7,64 + 0,117 7,47 +0,0282
1,0% 2 7,02 +0,01¢¢ 7,61 £ 0,044 7,32 +0,07BP
3 6,35 + 0,09°¢ 7,34 +0,06%¢ 7,22 + 0,117
1 7,08 + 0,04¢¢ 7,32 + 0,088 7,43 £ 0,022
1,5% 2 6,80 + 0,088¢ 7,25+ 0,02°°A 7,28 + 0,01b°A
3 6,20 + 0,065 7,10 + 0,06 7,14 + 0,09
1 6,99 + 0,035¢ 7,36 + 0,037° 7,39 + 0,02/
2,0% 2 5,74 + 0,07%9 7,25 + 0,014¢ 7,18 + 0,08*°
3 5,09 + 0,065" 7,22 +0,08*° 7,16+ 0,017
pH Sem exposicdo 7,76 + 0,032 7,63 + 0,015 7,59 + 0,098
1 7,45+ 0,097° 7,43 + 0,117 7,04 + 0,04°8¢
6,0 2 7,22 +0,08%8¢ 7,35+ 0,13 7,12+ 0,078"¢
3 7,12 + 0,02B¢ 7,29 +0,117° 7,13 + 0,028
1 7,33 £ 0,024 7,30+ 0,0878P 7,23 + 0,098°
4,0 2 6,29 + 0,01 7,37 £ 0,017° 7,13 + 0,138¢c
3 6,13 + 0,08 7,30 £ 0,117° 7,08 + 0,085¢
1 6,20 + 0,07 6,59 + 0,045¢ 7,08 + 0,02AP¢
2,0 2 5,10 + 0,10¢f 6,23 + 0,085 6,71 + 0,02Acd
3 4,13 + 0,089 6,16 + 0,108 6,47 + 0,017¢

MAL: microparticulas de alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de
quitosana com concentracdo de 0,5% liofilizadas. Os valores expressos sdo médias de trés
ensaios independentes * desvio padrdo. 2~ letras minusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca (p < 0,05) entre a contagem de células viaveis das células livres ou
microencapsuladas quando expostas a diferentes condi¢cdes de estresse, de acordo com o
teste de Tukey.”~C: letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca (p < 0,05)
na contagem de células viaveis entre as amostras de células livres e microencapsuladas
quando exposta a mesma condicdo de estresse, de acordo com o teste de Tukey.

A sobrevivéncia de L. acidophilus La-05 em microparticulas liofilizadas (MAL e

MAQL) durante exposicdo a diferentes condicOes de estresse sugerem que a
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microencapsulagédo foi uma metodologia adequada para aumentar a resisténcia
probiética ao tratamento térmico, presenca de NaCl e valores baixos de pH, resultando
em contagens probidticas > 6 log UFC/mL, mesmo quando altas temperaturas (90 °C),
concentracdo de NaCl a 2,0% ou baixos valores de pH (pH 2) foram utilizados. Isso
€ importante ao se considerar a aplicacdo da cultura probidtica em produtos
alimenticios, quando tratamento térmico, concentra¢cfes de 2,0% de NaCl e baixos
valores de pH sdo comumente encontrados. Em produtos com alta acidez (pH 2),
aconselha-se usar a quitosana como material de revestimento nas microparticulas de

alginato.

6.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS EXTRATOS HIDROSSOLUVEIS DE
ARROZ E SOJA E VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO
DURANTE ARMAZENAMENTO REFRIGERADO

A Tabela 5 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica dos extratos
hidrossolluveis vegetais durante o armazenamento refrigerado (7 °C). O extrato
hidrossollvel de arroz apresentou pH entre 6,31-6,76, sélidos solUveis totais (SST)
entre 1,50-12,03 °Brix e cor branca (L* = 61,08-66,53; a* = - 0,58- -1,59; b* = 2,29-
6,73), enquanto o extrato hidrossoluvel de soja apresentou pH entre 6,65-6,82, SST
entre 6,93-16,50 °Brix e cor amarela (L* = 59,41-62,60; a* = - 0,10- -1,49; b* = 8,21-
11,91).

O extrato hidrossoluvel de soja apresentou maior valor de pH e teor de solidos
soluveis totais que o extrato hidrossoltvel de arroz (p < 0,05). O maior valor de pH
pode ser explicado pela capacidade de tamponamento das proteinas presentes no
extrato de soja (SILVA,; SILVA; RIBEIRO, 2020). O maior teor de soélidos sollveis totais
esta associado a composicdo quimica dos extratos hidrossollveis vegetais, uma vez
que o extrato de soja € caracterizada por uma maior concentracdo de lipideos,
proteinas e cinzas do que o extrato de arroz (ABOU-DOBARA, ISMAIL; REFAAT,
2016).

Para os dois extratos hidrossoluveis, a incorporagéo das microparticulas (MAL
e MAQL) resultou em valores mais altos de pH e solidos soluveis, além de uma
coloracdo mais escura (menores valores de L*, p < 0,05, dia 0) (Tabela 5). O alginato
de sédio tem uma cor entre o branco e o amarelo, o que pode contribuir para alterar a

cor dos produtos alimenticios (HOLKEM et al, 2016). Os materiais
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microencapsulantes utilizados (3% de alginato e 0,5% de quitosana) provavelmente
ocasionaram o aumento dos valores de sdlidos soluveis. Além disso, ambos os
componentes (alginato e quitosana) tém natureza basica, o que pode ter resultado em
maiores valores de pH. A incorporacdo de quitosana nas microparticulas de alginato
(MAQL) resultou em produtos com os maiores valores de solidos sollveis e cor
amarela mais acentuada (maiores valores de b*, p < 0,05).

Os resultados sugerem que a incorporacdo das microparticulas probioticas nos
extratos hidrossolUveis vegetais impactou nas caracteristicas fisico-quimicas,
independentemente da matéria-prima utilizada (arroz ou soja). Os valores mais altos
de pH e sdlidos solluveis totais observados nos extratos hidrossolliveis contendo
microparticulas probiéticas podem ser positivos do ponto de vista do consumidor, pois
sao esperados no mercado produtos com baixa acidez e levemente adocicados. Além
disso, o pH mais elevado pode resultar em uma maior sobrevivéncia das culturas
probidticas, pois a viabilidade celular reduzida é observada em produtos com baixos
valores de pH (COSTA et al., 2019).

Durante o periodo de armazenamento, os extratos hidrossollveis vegetais
contendo microparticulas probiéticas liofilizadas (MAL e MAQL) comportaram-se de
forma diferente daqueles com células livres liofilizadas (p < 0,05, Tabela 5). Para o
extrato hidrossollvel de arroz contendo MAL e MAQL, as alteracdes observadas no
dia 0 de armazenamento foram mais pronunciadas, ou seja, houve um aumento nos
valores de pH e solidos soluveis totais e um aumento na cor amarela (maiores valores
de b*) (p < 0,05). Para o extrato hidrossollvel de soja, em uma viséo geral, a adi¢éo
das microparticulas de alginato (MAL) manteve as caracteristicas durante o
armazenamento (pH, sélidos sollveis totais, L* e a*) semelhantes ao produto com
células livres liofilizadas (p = 0,05, Tabela 5).

A incorporacao de quitosana nas microparticulas de alginato (MAQL) resultou
em produtos com menores valores de soélidos solUveis e cores mais claras (maiores
valores de L* e menores valores de b *, p < 0,05) apés 7 dias de armazenamento. A
diminuicdo dos valores de sélidos soluveis para o extrato hidrossolivel de soja
contendo MAQL provavelmente esta relacionada ao consumo de acUcar pelas
culturas probidticas, sugerindo que a sobrevivéncia do probidtico foi melhorada nessa

matriz.
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Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas de extratos hidrossollveis de arroz e soja durante
7 dias de armazenamento refrigerado (7 °C)

Parametros Dias de Arroz Soja
armazenamento A A

z Celulas AL magL CEUBsS Al maoL

livres livres
0 6,33+ 654+ 654+ 665+ 666+ 6,75+
pH 0,02°2  0,01¢* 0,01 0,01 0,018° 0,014
. 631+ 6,75+ 6,76+ 670+ 669+ 6,82+
0,012 0,01Ba 0,01 0,03°@ 0,01°@ 0,017
0 150+ 8,20+ 10,50+ 7,43+ 14,77+ 16,50+
Sélidos 0,207  0,10°® 0,20°® 0,062 0,068  0,90%@
soluveis 1,93+ 11,17+ 12,03+ 6,93+ 1483+ 14,33z
totais 7 0,11F2  0,06%@ (0,158  (0,12P2 (0,25  0,06*

Cor

0 66,53+ 61,08+ 64,67+ 6254+ 5941+ 6143+
L* 0,072  0,18%  0,11B2 0,16¢ 0,177 0,26
66,07+ 61,99+ 63,24+ 62,68+ 5957+ 6189+

[ 0,06%*  0,39%*  0,17%° 0,19  0,14%= 0,10
0 -0,58+ -159+ -1,18+ -0,62+ -149+x -0,24+
a* 0,01%2  0,03%  0,02¢ 0,01°  0,03%  0,02%2
7 -0,59+ -122+ -120+ -0,39x -0,76x -0,10%

0,02°¢  0,04%°  0,03*2 0,02°®  0,03%  0,03%

0 279+ 260+ 6,07+ 869+ 832+ 1191+
b* 0,025 0,05%*  0,03P° 0,015 0,16°*  0,25%
229+ 463+ 6,73+ 821+ 8,80+ 10,71%

! 0,077 0,09]88  0,03°®  0,14°® 0,05%  0,16"°

MAL: microparticulas de alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de
guitosana com concentragdo de 0,5% liofilizadas. Os valores expressos sdo médias de trés
ensaios independentes + desvio padrdo. 2P letras minusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca (p < 0,05) entre os diferentes tempos de armazenamento da mesma
amostra, de acordo com o teste de Tukey.”~F: letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferengca (p < 0,05) entre as diferentes amostras no mesmo tempo de
armazenamento, de acordo com o teste de Tukey.

A Tabela 6 apresenta a viabilidade de L. acidophilus La-05 em microparticulas
liofilizadas durante o armazenamento refrigerado (7 °C) quando incorporadas em
extratos hidrossoluveis de arroz e soja. As células livres liofilizadas diminuiram (p <
0,05) ~1 log UFC/mL durante o armazenamento em ambos os extratos hidrossoluveis.
Para L. acidophilus La-05 em MAL e MAQL, foram observadas reducdes (p < 0,05) de
0,38-0,63 e 0,21-0,24 log UFC/mL para os extratos de arroz e soja, respectivamente
(Tabela 6).

Além disso, ao final do periodo de armazenamento foi observada que o

revestimento de quitosana na microparticula de alginato (MAQL) conseguiu proteger
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melhor a cepa probidtica, mostrando uma maior viabilidade (p < 0,05) em ambos os
extratos. A quitosana foi capaz de cobrir a porosidade das microparticulas de alginato
(Figura 14), o que aumentou a protecao fisica da cultura probidtica. Todas as
formulacbes apresentaram contagens probidticas acima de 6 log UFC/mL durante o
armazenamento refrigerado (7 °C por 7 dias), sugerindo que os extratos hidrossollveis
de arroz e soja sdo matrizes adequadas para a incorporagdo de culturas probiéticas.

Tabela 6 - Contagem (log UFC/mL) de L. acidophilus La-05 microencapsulado incorporado
em extratos hidrossolUveis de arroz e soja durante 7 dias de armazenamento refrigerado (7
OC)

Contagem de células viaveis (log UFC/mL)

Dias de

Arroz Soja
armazenamento
Células MAL magL  Celulas MAL MAQL
livres livres
0 753+ 748+ 782+ 751+ 733+ 780+
0048 0088 0,078 0.048a 00652 0014
. 666+ 734+ 733+ 6,52 + 728+ 761+
003 0068 0,068 0,090® 0038a 0024
, 662+ 710+ 719+ 6.50 + 712+ 756+
008® 003 0,078 00265 0028 (0,00

MAL.: microparticulas de alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de
guitosana com concentragdo de 0,5% liofilizadas. Os valores expressos sdo médias de trés
ensaios independentes + desvio padrdo. 2~ ¢ letras minusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca (p < 0,05) entre os diferentes tempos de armazenamento da mesma
amostra, de acordo com o teste de Tukey. #~E: letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferengca (p < 0,05) entre as diferentes amostras no mesmo tempo de
armazenamento, de acordo com o teste de Tukey.

6.6 VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO INCORPORADO
EM EXTRATOS HIDROSSOLUVEIS VEGETAIS, LEITES CAPRINO E BOVINO
EXPOSTOS AO TRATO GASTROINTESTINAL SIMULADO

A Tabela 7 apresenta a viabilidade de L. acidophilus La-05 microencapsulado
durante a digestdo gastrointestinal simulada quando incorporado em extratos
hidrossollveis vegetais (arroz e soja), leites caprino e bovino. Durante a digestao
simulada em &gua destilada, as células livres liofilizadas diminuiram ~ 3 log UFC/mL
apos as fases do esodfago-estbmago e duodeno. No final da digestao in vitro (ileo), as
contagens de células livres de L. acidophilus La-05 estavam abaixo do limite de

deteccéo.
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Os extratos hidrossolluveis vegetais e os leites caprino e bovino forneceram
maior protecdo as células probidticas, pois ao final da digestdo in vitro foram
observadas contagens de 4,20 log UFC/mL no extrato de arroz, 4,38 log UFC/mL no
extrato de soja, 4,81 log UFC/mL no leite caprino e 5,07 log UFC/mL no leite bovino.
Esses resultados estdo associados aos nutrientes que estdo presentes nos extratos
hidrossollveis e nos leites, mas ndo na 4gua destilada, podendo ser utilizados pelas
culturas probidticas em seu metabolismo.

Embora os leites caprino e bovino tenham conferido maior protecéo a cepa livre
- provavelmente devido a sua composi¢cdo quimica mais complexa e a sua maior
capacidade tamponante (FAZILAH et al., 2018; MUNOZ et al., 2018) - 0s extratos
hidrossoluveis também se destacam como veiculo de probidticos por conter
substancias com potencial prebidtico que podem proteger as células das condi¢cdes
adversas da digestdo (KANDYLIS et al., 2016).

A microencapsulacéo do L. acidophilus La-05 (MAL e MAQL) resultou em uma
maior sobrevivéncia durante a digestdo in vitro (p < 0,05). As contagens de L.
acidophilus La-05 diminuiram ~ 1 log UFC/mL apés as fases do es6fago-estbmago e
duodeno (Tabela 7). Ao final da digestao in vitro (ileo), as contagens foram superiores
a 6 log UFC/mL, independentemente da matriz avaliada (dgua destilada, extrato
hidrossoluvel de arroz, extrato hidrossoltvel de soja, leite caprino e leite bovino). A
capacidade de tolerar o estresse digestivo € um dos principais requisitos para a
incorporacdo bem-sucedida de probiéticos nos alimentos. Antes de colonizar o trato
intestinal, os micro-organismos devem sobreviver as alteracdes de pH e a acdo de
enzimas que ocorrem no estdmago e intestino (HILL et al., 2014).

Os resultados mostram que a microencapsulacdo em MAL e MAQL pode
melhorar a viabilidade celular de probioticos incorporados tanto em matrizes vegetais
(extratos hidrossolUveis de arroz e soja), como em matrizes animais (leite caprino e
bovino) quando expostos ao trato gastrointestinal. Esses dados concordam com
diversos estudos (CHEN et al., 2017; DARJANI et al., 2016; ETCHEPARE et al., 2016;
HALIM et al., 2017), que mostram que a tecnologia de microencapsulagao mantem a
viabilidade de probioticos expostos ao TGI. Apenas as amostras contendo culturas
probioticas microencapsuladas apresentaram contagens consideradas suficientes (>
6 log UFC/mL) para exercer efeitos benéficos ao consumidor, ap6s simulagdo da
digestdo (GROM et al., 2020). O revestimento de quitosana na microparticula de

alginato (MAQL) ndo aumentou a sobrevivéncia da cultura probidtica (p = 0,05). O
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efeito protetor da quitosana provavelmente foi suprimido pelas condi¢fes dréasticas da

digestao in vitro.
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Tabela 7 - Condi¢Bes usadas durante a simulacéo do trato gastrointestinal e a contagem (log UFC/mL) de L. acidophilus microencapsulado
incorporado em extratos hidrossollveis de soja e arroz e em leites caprino e bovino apdés 7 dias de armazenamento refrigerado (7 °C)

Contagem de células viaveis (log UFC/mL)

Solugao

Etapa enziméatica  Agitacdo pH Tempo Agua destilada Extratodr;lg::)oszsoluvel Extratodr;ldsr(;:]sasoluvel Leite caprino Leite bovino
(rpm) (min)
Células AL mag  CEMBaS a0 magL CEUas s mage CEMEs oy mage 8BS Al maqL
livres livres livres livres livres
Antes da ) ) ) ) 758+ 770+ 766+ 759+ 763+ 761+ 754+ 779+ 775+ 763+ 773+ 771+ 768+ 781+ 7,80+
simulag&o 0098  009%  004%  002% 010% 0038 006% 0,08%a 005 008f 0082 Q50 (004 QQlh (02
717+ 728+ 720+ 714+ 741+ 733+ 726+ 764+ 751+ 751+ 766+ 765+ 758+ 777+ 761+
55 10 0176 001 016  008® 001 017% 013 (003" (0028 Q58 013Md (0Q5ABR  004B  (15R 00748
639+ 712+ 699+ 670+ 737+ 713+ 740+ 758+ 754+ 747+ 756+ 760+ 751t 774+ 758+
46 10 0217  001°  005*  011E  004%  0O05°c  0,04% 0028 006 009% 0,03 00782 0,06 0028  0,018CP
a8 10 576+ 707+ 670+ 613+ 712+ 664+ 612+ 737+ 731+ 627+ 752+ 737+ 640+ 762+ 742+
Eeot ' 004"  010%  005%  004% 001 015%  009% 007 0018  007° 0,08%d 005® 002 006" 0,058
sofago- )
)N Pepsina 130
estomago
9 28 20 524+ 695+ 665+ 572+ 706+ 660+ 561+ 718+ 670+ 562+ 740+ 727+ 607+ 7,63+ 735+
: 005 002 0026  001% 002 005" 0075 006> 003 004k 0028  003® 002° 002 0018
502+ 666+ 648+ 556+ 677+ 640+ 558+ 694+ 667+ 548+ 742+ 7,29+ 568+ 761t 715+
23 20 003" 006 007 008" 0058 002 008" 004% 001 008" 0128 0175 00161 003  004C
20 20 437+ 650+ 630+ 445+ 651+ 641+ 503+ 68t 652+ 508+ 720+ 693+ 520+ 721+ 691+
: 0024 005" 0115 0,027 006 0020  002°¢ 008%  002% 004 005 004% 0019 001*  0,01%
Pancreatina
+ 402+ 637+ 627+ 436+ 645+ 631+ 463+ 672+ 641+ 490+ 702+ 680+ 512+ 7,07+ 675+
Duodeno Sais 45 50 30 001" 00208 013  004%  002% 007% 003 002% 0,09 001 001"  013% 0028 003  004%
biliares
. 620+ 622+ 420+ 632+ 623+ 438+ 656+ 632+ 481+ 677+ 654+ 507+ 672+ 651+
lleo ; 45 65 60 004" 0,029  010% 008" 009 0157 002 008% 004% 010 0018 00207 0OL% 0,02

Etapa 1 a 6: simulacdo das condicBes do esbfago-estbmago; Etapa 7: simulacdo das condi¢cdes do duodeno; Etapa 8: simulagédo das condicdes
do ileo; MAL: microparticulas de alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com concentracédo de 0,5%
liofilizadas. nd: ndo detectado. Os valores expressos sdo médias de trés ensaios independentes + desvio padrdo. 2~ letras mintsculas diferentes
na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05) entre a contagem de células viaveis para a cepa livre ou microencapsulada quando testadas em
agua destilada, extratos hidrossollUveis vegetais, leites caprino e bovino e expostas a diferentes etapas da simulacédo da digestao, de acordo
com o teste de Tukey.”~": letras mailisculas diferentes na mesma linha indicam diferenca (p < 0,05) entre a contagem de células viaveis para a
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cepa livre ou microencapsulada quando testada em agua destilada, extratos hidrossolUveis vegetais, leites caprino e bovino expostas a mesma
etapa da simulacéo da digestéo, de acordo com o teste de Tukey.



79

6.7 ANALISES MICROBIOLOGICAS E VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05
MICROENCAPSULADO INCORPORADO EM CREME DE RICOTA CAPRINO
DURANTE ARMAZENAMENTO REFRIGERADO

As amostras de creme de ricota caprino apresentaram qualidade microbiol6gica
satisfatoria durante o armazenamento (7 °C por 7 dias), conforme estabelecido pela
legislacdo brasileira em vigor (BRASIL, 2001), com contagens < 0,3 NMP/g para
coliformes totais e termotolerantes e auséncia de Staphylococcus coagulase positivo,
Salmonella spp. e L. monocytogenes.

A Tabela 8 apresenta a viabilidade de L. acidophilus La-05 em microparticulas
liofilizadas durante o armazenamento refrigerado (7 °C) quando incorporadas em
creme de ricota de cabra. As formulacbes contendo probibticos (livres e
microencapsulados) mostraram contagens semelhantes de L. acidophilus La-05 (p =
0,05) no 1° dia de armazenamento, sugerindo que foram adicionadas na mesma

concentracao.

Tabela 8 - Contagem (log UFC/mL) de L. acidophilus La-05 microencapsulado incorporado
em creme de ricota caprino durante 7 dias de armazenamento refrigerado (7 °C)

Contagem de células viaveis (log UFC/mL)

Time (days)
Células livres MAL MAQL
0 7,28 £ 0,10 7,15 £ 0,217 7,20 £ 0,094
7 6,88 + 0,01%° 7,18 £ 0,094 7,24 £ 0,05"

MAL.: microparticulas de alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de
quitosana com concentrac@o de 0,5% liofilizadas. Os valores expressos sdo médias de trés
ensaios independentes + desvio padrdo. 2~ P: letras minusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca (p < 0,05) entre os diferentes tempos de armazenamento da mesma
amostra, de acordo com o teste de Tukey. #~B: letras mailsculas diferentes na mesma linha
indicam diferengca (p < 0,05) entre as diferentes amostras no mesmo tempo de
armazenamento, de acordo com o teste de Tukey.

Durante o periodo de armazenamento, a incorporacao de L. acidophilus La-05
microencapsulado (MAL e MAQL) resultou em maior sobrevivéncia (p < 0,05) do que
as células livres, sugerindo que a microencapsulacdo do probidtica em alginato-

quitosana foi eficaz em isolar a cepa da matriz alimentar, protegendo de condi¢Ges de



80

estresse e mantendo sua viabilidade durante o armazenamento. N&o foi observado
diferenca entre as matrizes microencapsulantes (MAL e MAQL; p = 0,05). Todas as
amostras puderam ser consideradas probidticas durante o periodo de
armazenamento, uma vez que a concentracdo minima de probidticos necessaria para
exercer seus efeitos benéficos é > 10° UFC/g (GRANATO et al., 2010).

6.8 VIABILIDADE DE L. acidophilus La-05 MICROENCAPSULADO INCORPORADO
EM CREME DE RICOTA CAPRINO EXPOSTO AO TRATO GASTROINTESTINAL
SIMULADO

A Tabela 9 apresenta a viabilidade de L. acidophilus La-05 microencapsulado
incorporado em creme de ricota caprino durante a digestdo gastrointestinal simulada.
Antes da exposicdo ao TGl todas as amostras apresentaram contagem de 7 log
UFC/mL (p 2 0,05). As amostras contendo células livres liofilizadas apresentaram uma
diminuicao > 1 log UFC/mL na passagem pelo eséfago-estbmago (apds a quarta etapa
digestiva). Ao final da digestao in vitro (ileo), as contagens de L. acidophilus livres
foram de 5,31 log UFC/mL.

A microencapsulacédo (MAL e MAQL) promoveu maior sobrevivéncia da cepa
(p < 0,05) com uma diminuicdo < 1 log UFC/mL, resultando em uma contagem de
6,00-6,06 log UFC/mL. No final da digestao in vitro ndo foi observado diferenca entre
as microparticulas MAL e MAQL (p = 0,05). Para fornecer os efeitos benéficos a salude,
pelo menos 6 log UFC/mL devem atingir o intestino inferior (GROM et al., 2020).
Portanto, a microencapsulacao foi eficiente na protecdo da cepa em todo o trato
gastrointestinal simulado, e apenas os cremes de ricota contendo probioticos

microencapsulados apresentaram contagens adequadas.
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Tabela 9 - Condicbes usadas durante a simulacdo do trato gastrointestinal e a contagem (log
UFC/mL) de L. acidophilus microencapsulado incorporado em creme de ricota caprino apés 7
dias de armazenamento refrigerado (7 °C)

- Contagem de células viaveis
Solucgéo

. X i a log UFC/mL
Etapa enziméatica Ag(]rl;[)e:;];?o pH 'I'(?nni]r?)o célul (log )
|'e uas MAL MAQL
ivres
Antes da i i i ) 7,03 £ 7,00 £ 7,04 £
simulacéo 0,06"2 0,08"a 0,06"2
7,02 + 7,03 + 7,06
°5 10 goge  g10% 0010
6,98 + 6,95 + 7,00 +
46 10 ghgrae  goge  0,08%
) 38 10 6,89A:_;J 6,3981b 6,79AJ_;
Esofago- . 0,04 0,06 0,04
o Pepsina 130
estomago 58 20 6,82 + 6,14 £ 6,30 =
' 0,047° 0,048Bbe 0,058¢
6,48 + 6,10 + 6,21 +
2,3 20 O,OGAC 0,0ngc 0,03ABcd
5,98 + 6,07 + 6,18 +
2020 gloacs oo 0,03A«
Pancreatina + 5,82+ 6,06 + 6,13 +
Duodeno Sais biliares 45 5,0 30 0,01Bd 0,08A8B¢c 0,064
531+ 6,00 + 6,06 +
lleo - 45 6,5 60 0,038e 0,087¢ 0,05Ad

Etapa 1 a 6: simulacdo das condi¢cdes do esbfago-estdbmago; Etapa 7: simulacdo das
condi¢bes do duodeno; Etapa 8: simulacdo das condi¢des do ileo; MAL: microparticulas de
alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracdo de 0,5% liofilizadas. Os valores expressos sdo médias de trés ensaios
independentes + desvio padrado. 2~ ¢ letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca (p < 0,05) entre a contagem de células viaveis para a cepa livre ou
microencapsulada quando testadas em creme de ricota caprino expostos a diferentes etapas
da simulacéo da digestéo, de acordo com o teste de Tukey.”~C: letras mailsculas diferentes
na mesma linha indicam diferenga (p < 0,05) entre a contagem de células viaveis para a cepa
livre ou microencapsulada quando testada em creme de ricota caprino expostos a mesma
etapa da simulacéo da digestéo, de acordo com o teste de Tukey.

6.9 COMPOSICAO CENTESIMAL, RENDIMENTO, PH, ACIDEZ E ATIVIDADE DE
AGUA DO CREME DE RICOTA CAPRINO

Os valores da composi¢cao centesimal, rendimento, pH, acidez e atividade de
agua do creme de ricota caprino adicionado de L. acidophilus La-05 microencapsulado
estdo representados na Tabela 10. As formulacdes apresentaram 6,65-7,44 g/L de
rendimento, 72,64-77,22 g/100 g de umidade, 9,25-12,06 g/100 g de proteina, 8,44-
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10,61 g/100 g de lipideos, 1,82-2,63 g/100 g de cinzas, 0,96 de Aa e pH de 5,68-5,85.
A presenga de sinerese nao foi observada nas amostras.

A incorporacdo de L. acidophilus La-05 livre ou microencapsulado nas
formulac6es ndo modificou os valores de atividade de agua (p = 0,05), mas aumentou
o rendimento, o teor de umidade e o pH, como também diminuiu o teor de cinzas,
proteina e lipideos (p < 0,05, exceto para a proteina das amostras contendo células
livres). Portanto, o impacto da adicdo da cultura probidtica foi independente de ser
livre ou microencapsulada.

Os resultados sugerem que a incorporacao de L. acidophilus La-05 contribuiu
para aumentar a retencdo de dgua no queijo, resultando em um produto com maior
rendimento, pH e teor de umidade e, consequentemente, menor teor de cinzas,
lipideos e proteinas. O maior rendimento é um aspecto positivo, considerando o ponto
de vista e a lucratividade da indUstria de alimentos. O maior teor de umidade pode ter
afetado positivamente a textura das amostras, principalmente a maciez, caracteristica
desejavel em queijos cremosos (BORBA et al., 2013).

O pH mais alto forneceu um ambiente mais favoravel para os probiéticos
sobreviverem durante o armazenamento, uma vez que a viabilidade celular pode ser
seriamente afetada em baixos valores de pH (MIRANDA et al., 2019). Além disso,
pode ter melhorado a aceitagdo sensorial, pois os consumidores preferem produtos
com menor acidez (MANTOVANI et al., 2020).

Durante o armazenamento, houve aumento nos valores de pH, reducédo da
acidez titulavel (p < 0,05) e manutencédo da Aa (p = 0,05) em todas as formulagdes
avaliadas. A menor acidez dos queijos pode estar associada a protedlise, que resulta
na formacéo de compostos de natureza basica (MANTOVANI et al., 2020). A adicao
da cultura probiodtica microencapsulada (MAL e MAQL) manteve o teor de umidade (p
> 0,05), por outro lado, as amostras sem adicdo de probiéticos e adicionados de
células livres apresentaram perda de umidade (p < 0,05) durante o armazenamento.
Além disso, as amostras contendo MAL (dia 1 e 7) e MAQL (dia 1) apresentaram maior
teor de lipideos do que as amostras contendo células livres liofilizadas (p < 0,05).

Os dados sugerem que a adicdo de culturas probidticas microencapsuladas
promoveu a retencdo de agua nos produtos durante 0 armazenamento, 0 que é

desejado, pois a perda de umidade estad associada a produtos mais duros. Como
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também, indicam que as microparticulas podem ter impedido a interacdo entre a
matriz alimentar e a cepa probidtica, protegendo o queijo contra alteracdes na
composicao lipidica e preservando as caracteristicas dos produtos (BEZERRA et al.,
2017 a).

Tabela 10 - Rendimento, atividade de agua, pH, acidez e composicao centesimal do creme
de ricota caprino durante 7 dias de armazenamento refrigerado (7 °C)

Parametros Dias de Formulacbes do creme de ricota caprino
armazenamento Controle Células livres MAL MAQL
Rendimento 1 6,65 + 7,13+ 7,41 + 7,44 +
(g/L) 0,04® 0,014 0,28* 0,324
1 2,36 £ 1,84 + 2,16 £ 1,98 +
Cinzas 0,047° 0,08¢ 0,058 0,04¢2
(9/100 g) 7 2,63 1,82 + 1,82 + 1,91+
0,05%a 0,0582 0,098° 0,058
1 73,41 77,22 + 74,37 + 76,31 +
Umidade 0,292 0,134 0,08¢ 0,258
(9/100 g) 7 72,64 + 76,35 + 74,50 76,34 +
0,27¢ 0,15%° 0,278 0,16%2
0,96 + 0,96 0,96 + 0,96 +
Aa ! 0,007 0,002 0,007 0,007
7 0,96 + 0,96 + 0,96 + 0,96 +
0,00%a 0,002 0,00%a 0,00%a
1 5,68 + 579 + 579 + 581+
oH 0,088° 0,017° 0,017° 0,03%°
7 577+ 583+ 5,80 £ 5,85+
0,058 0,0442 0,02%82 0,03%a
Acidez em 1 0,27 + 0,24 + 0,27 + 0,23 +
4cido latico 0,01%a 0,02ABa 0,02%a 0,018
(/100 g) 7 0,26 + 0,22 + 0,23 + 0,21 +
0,017° 0,008 0,0148P 0,018b
1 11,03 + 10,20 + 9,47 £ 9,98 +
Proteinas 0,09%° 0,367B2 0,328 0,048
(9/100 g) 7 12,06 £ 10,05 10,11 £ 9,25
0,274 0,2282 0,138 0,378
1 10,61 + 8,44 + 9,32 9,75+
Lipideos 0,23%a 0,10¢® 0,148 0,318
(9/100 g) 7 9,65 + 9,15+ 9,44 + 8,88 +
0,074° 0,0882 0,10%a 0,09¢P

Controle: creme de ricota caprino sem probitticos adicionados; MAL: microparticulas de
alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracdo de 0,5% liofilizadas. Os valores expressos sdo médias de trés ensaios
independentes + desvio padrdo. 2~°: letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca (p < 0,05) entre os diferentes tempos da mesma amostra durante o armazenamento,
de acordo com o teste de Tukey. #~P: letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca (p < 0,05) entre 0 mesmo tempo de armazenamento nas diferentes amostras, de
acordo com o teste de Tukey.
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E interessante mencionar que todas as amostras de creme de ricota
apresentaram menos de 10% de lipidios, sendo classificados de acordo com o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1996), como queijo
desnatado. Devido ao seu baixo teor de gordura, este produto pode ser adequado
para dietas especiais com restricdo calorica e lipidica, como obesidade,
hipercolesterolemia e doencas cardiovasculares (LORDAN et al., 2018).

6.10 ANALISE DE PROTEOLISE DO CREME DE RICOTA CAPRINO

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos para a protedlise das amostras de
creme de ricota de cabra contendo L. acidophilus La-05 microencapsulado durante o
armazenamento refrigerado (7 °C). A incorporacdo de L. acidophilus La-05 livre ou
microencapsulado (MAL e MAQL) ndo teve impacto nos valores de IPE (p = 0,05). O
IPE estd relacionado com a atividade das proteinases do leite e agentes de
coagulacao que hidrolisam proteinas, principalmente caseina, em peptideos de alto
peso molecular (SANT'ANA et al., 2013). Neste estudo, 0 mesmo tipo e quantidade
de agente coagulante foi usado para fabricar o queijo ricota, consequentemente, perfis
semelhantes de polipeptideos foram produzidos. Considerando os valores de IPP, o
creme de ricota caprino adicionado de células livres apresentaram valores superiores
(p < 0,05) aos da amostra controle (sem adicdo de probiéticos), enquanto os queijos
com probidticos microencapsulados (MAL e MAQL) mantiveram os valores
semelhantes ao do controle (p = 0,05).

Os resultados sugerem que a adicdo de células livres promoveu maior
protedlise nas amostras. Provavelmente, as microparticulas forneceram um obstéculo
fisico entre a cultura probidtica e a proteina. Uma maior protedlise pode ser positiva,
pois os produtos podem apresentar maior digestibilidade e aumento da concentracao
de compostos bioativos (SPERRY et al., 2018). No entanto, a producdo desses
compostos pode alterar a textura (SANT'ANA et al., 2013) e resultar na formacéo de
peptideos com sabor amargo (SPERRY et al., 2018). Durante o armazenamento, 0S
valores de IPP permaneceram inalterados (p = 0,05) em todas as amostras (Tabela

11), provavelmente devido ao curto periodo de armazenamento.
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Tabela 11 - Protedlise do creme de ricota caprino durante 7 dias de armazenamento
refrigerado (7 °C)

Formulacbes do creme de ricota caprino

. Dias de ~
Proteolise armazenamento Controle Cli?/ltgis MAL MAQL
1 13,29 + 14,35 + 14,13 + 14,31 +
0,717 1,262 1,462 2,2472
IPE (/100 9) , 734+ 8.1 + 9.04 + 9.36 +
1,64A° 1,99%a 2,187 2,81%a
1 9,99 + 13,27 + 10,21 + 11,09 +
0,788B2 1,56%a 1,51B2 0,298a
IPP (9/100 9) , 10,31 + 13.47 + 11,31 + 10,31 +
0,698 0,33%a 2,265 1,2082

Controle: creme de ricota caprino sem probiéticos adicionados; IPE: indice de protedlise em
extensao; IPP: indice de protedlise em profundidade; MAL: microparticulas de alginato
liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com concentragéo de
0,5% liofilizadas. 2~ ®: letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p <
0,05) entre os diferentes tempos da mesma amostra durante o armazenamento, de acordo
com o teste de Tukey. A~ 8: letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca (p
< 0,05) entre 0 mesmo tempo de armazenamento nas diferentes amostras, de acordo com o
teste de Tukey.

6.11 ANALISE DE TEXTURA E COR INSTRUMENTAL DO CREME DE RICOTA
CAPRINO

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para o perfil de textura e cor das
amostras de creme de ricota de cabra adicionados de probiéticos microencapsulados
durante o armazenamento refrigerado (7 °C). As amostras apresentaram 2,16 - 7,67
N para dureza, 164,51 - 566,11 g/s para adesividade, 0,73-0,89 para elasticidade,
0,30-0,51 para coesividade e 1,07-2,04 N para gomosidade. Portanto, as formula¢des
foram caracterizadas como macias, elasticas e ndo coesas ou adesivas, apresentando
uma cor amarelo claro. De fato, o leite de cabra possui glébulos de gordura de menor
diametro e baixas concentragbes de as1-caseina, resultando em produtos mais
macios (GOMES et al., 2013).

A incorporacgao de L. acidophilus La-05 livre ou microencapsulado resultou em
menor dureza, gomosidade e elasticidade, além de maior coesividade e adesividade
(p < 0,05) que a formulacédo controle. Essas diferengas podem estar relacionadas ao
teor de umidade e a presenca da cultura probidtica. Os queijos com maior teor de

umidade tém uma rede proteica mais fraca que resulta em queijos mais macios
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(SANT'ANA et al., 2013). Portanto, a diminuicdo da dureza e da gomosidade foi um
aspecto positivo da adigdo de probidticos. No entanto, € importante avaliar o impacto
do aumento da adesividade. Deve-se observar que a adicdo da cultura probiotica
microencapsulada (MAL e MAQL) resultou em produtos com menor adesividade e
gomosidade (p < 0,05) do que o produto com células livres, o que € interessante do
ponto de vista tecnoldgico, pois é esperado que 0s queijos cremosos tenham textura
macia e ndo pegajosa.

Durante o armazenamento, houve diminuicdo nos valores de adesividade,
coesividade e gomosidade em todas as amostras (p < 0,05), o que pode estar
relacionado ao pH mais alto (Tabela 10), que proporcionou uma menor contragédo da
matriz proteica (PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012). O produto com cultura
probiotica em MAL manteve os valores de dureza (p = 0,05), por outro lado observou-
se um aumento (p < 0,05) nas demais formulacdes, que foi associado a diminuigcdo do
teor de umidade (Tabela 10).

De maneira geral, as amostras de creme de ricota caprino apresentaram 0s
valores de 41,86-68,01 para L*, -0,67 - -1,07 para a* e 5,27-8,42 para b* (Tabela 12).
A incorporacdo de L. acidophilus La-05 livre ou microencapsulado resultou em
maiores valores de L*, a* e b* (p < 0,05) que o produto controle, sugerindo que as
formulag®es contendo probidticos proporcionaram uma maior intensidade de cor clara,
amarela e verde. De fato, culturas probioticas liofilizadas apresentam uma cor amarela
(MIRANDA et al., 2019). E importante observar que a utilizacéo da cultura probiética
na forma microencapsulada (MAL) mostrou uma alteracdo mais acentuada nos
parametros de cor.

Esses resultados provavelmente estéo relacionados com a cor (entre o branco
e 0 amarelo) dos materiais microencapsulantes (alginato de sédio e quitosana)
(HOLKEM et al., 2016; KIM et al., 2011). Além disso, a cepa probidtica pode sintetizar
nutrientes envolvidos na producdo de pigmentos verdes em alimentos, como as
vitaminas B2 e B12 (MEIRA et al., 2015). Durante o armazenamento, houve aumento
nos valores de L* e b* e diminuigdo nos valores de a* (p < 0,05), sugerindo que 0s

produtos se tornaram mais claros e amarelos.
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Tabela 12 - Perfil de textura e cor do creme de ricota caprino durante 7 dias de
armazenamento refrigerado (7 °C)

Formulagdes do creme de ricota caprino

Parametros Dias de Células
armazenamento Controle livres MAL MAQL
Textura
1 3,89 + 2,40 £ 2,16 + 2,36 £
Dureza (N) 0,584 0,188 0,07B2 0,118
7 7,67 £ 3,49 + 2,17 + 2,50 +
0,407 0,058B2 0,13¢a 0,062
1 -164,51 + -319,10 + - 238,58 + - 284,34 +
Adesividade 39,56¢ 17,2672 3,7982 26,3982
(g/s) 7 -251,79 + - 509,93 + - 566,11 + - 564,55 +
6,94CP 11,008 26,16"° 2,564°
1 0,81 + 0,80 + 0,81 + 0,80 +
Elasticidade 0,06% 0,01% 0,03% 0,04%
7 0,73 0,87 0,88 0,89 +
0,158 0,0172 0,034 0,0472
1 0,43 + 0,49 + 0,51 + 0,49 +
Coesividade 0,048 0,0172 0,034 0,037
7 0,30 0,42 + 0,47 0,47 =
0,01¢® 0,028 0,017° 0,024p
1 1,69 + 1,35+ 1,07 £ 1,14 +
Gomosidade 0,160 0,148b 0,03¢P 0,05¢
(N) 7 2,04 + 1,55+ 1,37 1,28 £
0,1742 0,11Ba 0,00¢2 0,02¢2
Cor
1 41,86 + 48,62 + 49,67 + 4522 +
L% 0,80°" 0,608 0,25%° 0,19¢b
7 59,99 + 65,18 66,76 68,01 +
0,07P2 0,12¢2 0,21Ba 0,094
1 -0,67 -0,70 £ -0,71 + -0,69 +
- 0,028 0,024p 0,017° 0,014p
7 -0,81 + -1,00 £ -0,92 + -1,07 £
0,014 0,01¢2 0,01B2 0,02Pa
1 5,27 + 5,38 + 5,86 * 5,45 +
b 0,01¢ 0,028 0,06"° 0,098
7 6,48 + 7,71 £ 7,81 + 8,42 +
0,01P2 0,01¢2 0,01B2 0,034

Controle: creme de ricota caprino sem probioticos adicionados; MAL: microparticulas de
alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracéo de 0,5% liofilizadas. 2~": letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca (p < 0,05) entre os diferentes tempos da mesma amostra durante o armazenamento,
de acordo com o teste de Tukey. #~P: letras mailisculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca (p < 0,05) entre 0 mesmo tempo de armazenamento nas diferentes amostras, de
acordo com o teste de Tukey.
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6.12 ANALISE DO PERFIL DE ACUCARES E ACIDOS ORGANICOS DO CREME DE
RICOTA CAPRINO

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos para o perfil de aglcares e acidos
organicos das amostras de creme de ricota de cabra adicionados de probidticos
microencapsulados durante o armazenamento refrigerado (7 °C). As formulagbes
apresentaram 2,18 - 3,06 g/100 g de lactose, 0,10 - 0,25 g/100 g de galactose, 0,14 -
0,42 g/100 g de glicose, 0,06 - 0,39 g/100 g de acido latico e 0,20 - 0,34 g/100 g de
acido acético.

Tabela 13 - Perfil de aclcares e acidos organicos do creme de ricota caprino durante 7 dias
de armazenamento refrigerado (7 °C)

Formulacfes do creme de ricota caprino

Parametros Dias de Células
armazenamento Controle livres MAL MAQL
AcUcares
1 2,93+ 2,14 + 2,18 + 2,63+
Lactose 0,01Ap 0,01¢® 0,01¢b 0,018
7 3,06 2,61+ 2,52+ 3,10 £
0,024 0,01B2 0,088B2 0,057
1 0,13 0,17 0,25 + 0,10 =
Galactose 0,00°¢ 0,008 0,0142 0,00P®
7 0,12 + 0,19 + 0,16 = 0,16 =
0,00¢P 0,017 0,018 0,01B2
1 0,27 0,31+ 0,42 + 0,22 +
Glicose 0,01¢2 0,01B2 0,004 0,01Pa
7 0,14 + 0,20 + 0,32 + 0,19 +
0,00¢P 0,018 0,017° 0,018
Acidos
organicos
1 0,36 0,16 = 0,24 + 0,26
Acido latico 0,007 0,00¢® 0,008 0,008
7 0,06 * 0,39 0,29 + 0,34 +
0,00°® 0,007 0,00¢ 0,028B2
1 0,34 + 0,20 0,26 * 0,25 +
Acido acético 0,00% 0,00 0,00% 0,00%
7 0,24 + 0,34 + 0,27 + 0,34 +
0,008 0,007 0,0082 0,037

Controle: creme de ricota caprino sem probioticos adicionados; MAL: microparticulas de
alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracéo de 0,5% liofilizadas. 2-: letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca (p < 0,05) entre os diferentes tempos da mesma amostra durante o armazenamento,
de acordo com o teste de Tukey. #~P: letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca (p < 0,05) entre 0 mesmo tempo de armazenamento nas diferentes amostras, de
acordo com o teste de Tukey.
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A incorporagéao de L. acidophilus La-05 livre ou microencapsulado resultou em
menor concentracao inicial de lactose, acido latico e acido acético (p < 0,05), o que
esta associado ao maior teor de umidade dos produtos (Tabela 10). Entretanto,
durante o armazenamento, os produtos com probidticos apresentaram menores
concentracdes de lactose e maiores concentracdes de glicose, galactose, acido latico
e acido acético (p < 0,05).

A cultura probidtica permanece ativa metabolicamente mesmo em
armazenamentos refrigerados, resultando na hidrdlise da lactose em seus
monossacarideos (galactose e glicose), na fermentacdo desses agucares e ha
producdo de acidos latico e acético (PIMENTEL GARCIA; PRUDENCIO, 2012). A
maior acidez dos produtos probidticos pode impactar negativamente na aceitacao
sensorial pelos consumidores (BEZERRA et al, 2017 b). No entanto, a
microencapsulacdo (MAL e MAQL) resultou em produtos com menor teor de 4cidos
latico e acético e galactose, além de maior teor de lactose durante o armazenamento
(p < 0,05) do que as amostras contendo células livres. O efeito foi mais pronunciado
para a formulacdo contendo MAQL (p < 0,05).

Esses resultados sugerem que a microencapsulacao de L. acidophilus La-05
pode ter impedido a cepa probidtica de interagir com a matriz alimentar, hidrolisar a
lactose e produzir 4cido latico (MEIRA et al., 2015). O aumento da atividade das
células livres no creme de ricota pode ter gerado aminoacidos precursores para a
sintese de &cido acético (BARBOSA et al., 2016). A galactose tem sido associada ao
aparecimento de sabores indesejaveis no queijo (MUELAS et al., 2018) e o &cido
acético a um sabor acido de vinagre (MIRANDA et al., 2019). Portanto, a menor
concentracdo de galactose e acido acético nos produtos probidticos

microencapsulados é importante do ponto de vista sensorial.

6.13 ANALISE DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO CREME DE RICOTA
CAPRINO

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos para o perfil de acidos graxos das

amostras do creme de ricota de cabra contendo probiéticos microencapsulados
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durante o armazenamento refrigerado (7 °C). Vinte e oito acidos graxos foram
detectados nas amostras, sendo 15 classificados como saturados (AGS) e 13 como
insaturados (AGI). Entre os acidos graxos insaturados, 7 foram classificados como
monoinsaturados (AGMI) e 6 como poli-insaturados (AGPI).

As formulacdes apresentaram maiores valores de &cidos graxos de cadeia
longa, com destaque para os &cidos saturados palmitico (24,46-28,00 g/100 g de
lipideos) e estearico (11,46-12,41 g/100g de lipideos) e acido monoinsaturado oleico
(14,34 -19,28 g/100 g de lipideos). Os acidos graxos caproico (C6: 0) e caprilico (C8:
0) sdo responsaveis pelo aroma e sabor tipicos dos produtos lacteos de cabra (DE
MEDEIROS et al., 2014) e foram encontrados em pequenas quantidades (2-3 g/100 g
de gordura), provavelmente devido as baixas concentracdes desses compostos no
soro de cabra (MEIRA et al., 2015).

As amostras também apresentaram acidos graxos essenciais como 6mega 3
alfa-linolénico, 6mega 6 linoleico e gama-linolénico. Sabe-se que os acidos graxos
essenciais promovem beneficios a saude, como a reducdo do risco de doencas
cronicas (ROMAN et al., 2019). Os &cidos 6mega 9 oleico (C18:1 n9cis),
eicosapentaendico (C20:5) e docosahexaendico (C22:6) também foram detectados
nos queijos. Embora esses &cidos graxos ndo sejam considerados essenciais, seu
consumo esta associado a uma diminui¢do dos niveis de colesterol no sangue, bem
como a um menor risco de doencas cardiovasculares (PALOMER et al., 2018; PUNIA
et al., 2019).

As amostras contendo L. acidophilus La-05 livre e microencapsulado
apresentou diminui¢cdes no acido palmitico, com consequente diminui¢do do IT (p <
0,05). Um alto consumo de acido palmitico esta relacionado ao aumento dos riscos
de dislipidemia, acimulo de gordura, altos niveis de glicose no sangue e propriedades
inflamatorias (SILVA et al., 2020 b). A diminuicao do IT esta associada a uma menor
capacidade de formar coagulos nos vasos sanguineos (SPERRY et al.,, 2018).
Portanto, a adicdo de culturas probidticas melhorou o perfil de acidos graxos dos
produtos.

Durante o armazenamento, as amostras contendo probioticos mantiveram o
teor dos acidos graxos (p = 0,05), enquanto uma diminuicdo nos AGMI (acido oleico)

e AGI e um aumento no AGS foi observado na amostra controle (p < 0,05). O AGMI
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pode proteger contra fatores de risco de doencas cardiovasculares e sindrome
metabdlica (SPERRY et al., 2018). Altera¢cBes no perfil lipidico das amostras contendo
culturas probidticas podem afetar a qualidade sensorial dos queijos, uma vez que 0
perfil de acidos graxos esta fortemente associado a producdo de compostos
aromaticos (BARBOSA et al., 2016).

Em uma visdo geral, a forma que a cultura probidtica foi adicionada (livre e
microencapsulada) ndo impactou no perfil de acidos graxos. A adicado de células livres
aumentou o teor de acido oleico e diminuiu o acido graxo elaidico no final do
armazenamento (p < 0,05), mas esses compostos sdo isdmeros. O &cido elaidico
pode sofrer bio-hidrogenacao, sendo convertido em &cido graxo estedrico saturado e
transformado em acido oleico pela agdo da enzima A-9 dessaturase (DE MEDEIROS
et al., 2014).

Tabela 14 - Perfil de acidos graxos (g/100g) do creme de ricota caprino durante 7 dias de
armazenamento refrigerado (7 °C)

Formulacdes do creme de ricota caprino

Acidos graxos Dias de Células

armazenamento  Controle livres MAL MAQL

Cadeia curta
L 1,26 + 1,20 + 1,53 + 1,15 +
- , 0,134 0,034 0,424 0,114
Butirico (C4:0) . 1.06 + 1,01 + 1.25 + 1.40 +
0,064 0,374 0,08%a 0,29°a
L 2,08 + 2,25 + 2,39 + 2,07 +
Canroico (C6-0 0,164 0,0822 0,30”2 0,09%a
aproico (C6:0) . 2.14 + 2,23+ 2,40 + 2.62 +
0,132 0,47A2 0,062 0,40°4
L 2.70 + 2,94 + 2.95 + 2,89 +
» , 0,12%a 0,074 0,114 0,20%a
Caprilico (C8:0) . 2.80 + 3,10 + 3,10 + 3,26 +
0,134 0,26 0,084 0,258
L 0,39 + 9,80 + 0,47 + 9,59 +
L _ 0,25 0,164 0,40%a 0,652
Caprico (C10:0) . 9,51 + 1064+ 10,05+ 10,72 +
0,324 0,814 0,274 0,717

Cadeia média
L 0,20 + 0,38 + 0,28 + 0,27 +
” 0,004 0,09%a 0,062 0,09%a
Undecilico (C11:0) 0,28 + 0,27 + 0,30 + 0,27 +
! 0,08%a 0,014 0,072 0,03%a
L durico (C12:0) L 3,47 + 3,65 + 3,46 + 3,60 +

0,06"@ 0,08"a 0,06"2 0,24ha



Tridecilico (C13:0)

Miristico (C14:0)

Miristoleico
(C14:1)

Pentadecilico
(C15:0)

Pentadecenoico
(C15:1)

Cadeia longa

Palmitico (C16:0)

Palmitoleico
(C16:1) w7

Margarico (C17:0)

Estearico (C18:0)

Elaidico
(C18:1 n9trans) w9

Oleico
(C18:1 n9cis) w9

Linolelaidico
(C18:2 n6trans) w6

3,44+
0,074
0122
0,00%
0,16 %
0,044
8,60 +
0,174
8,47 %
0,204
0,27+
0,11%
0,36 %
0,074
0,75
0,08%
0,76 %
0,044
0,33z
0,03%
0,41+
0,18%

26,21 +
0,324
28,00 +
0,662
1,12+
0,10%
1,36 +
0,444
0,64 +
0,024
0,70
0,064
12,41 +
0,114
12,13 +
1,464
5,49 +
0,054
4,67 +
0,354
15,26 +
0,044
14,34 +
0,288
0,32 +
0,114
0,16 +
0,014

391+
0,182
0,22 +
0,164
0,13+
0,034
8,53
0,052
8,99 +
0,184
0,44 +
0,122
0,35+
0,014
0,85+
0,162
0,76 =
0,02%2
0,44
0,094
0,32 +
0,007

25,80
0,06"2
25,46
0,728
1,19+
0,162
1,03+
0,144°
0,70 £
0,08%a
0,66 +
0,05"@
12,13 +
0,0742
11,46 +
0,674
491 +
0,74"@
0,80 £
0,408°
14,35 +
1,01%°
19,28 +
0,222
0,12 +
0,147
0,36 +
0,017

3,73
0,112
0,13+
0,02%2
0,25+
0,104
8,25+
0,0742
8,39
0,05°%2
0,36 +
0,062
0,38 =
0,062
0,72 =
0,032
0,81+
0,16%2
0,31+
0,03%2
0,36 +
0,112

25,48 +
0,92°a
24,46 +
0,4482
1,25 +
0,162
1,20 +
0,052
0,80 +
0,204
0,91 +
0,10%2
12,04 +
0,42°a
12,03 +
0,072
5,08 +
0,162
5,42 +
0,172
14,85 +
0,42°a
14,40 +
0,1982
0,10 +
0,00%2
0,25 +
0,144

3,85+
0,124
0,09 =
0,03%a
0,19 +
0,06"@
8,47
0,30%
8,70 =
0,09ABa
0,30 +
0,017
0,36
0,06%@
0,73
0,03%a
0,73+
0,08%
0,25 %
0,172
0,31 +
0,08%

25,33
0,167
24,89 +
0,538
1,03 +
0,25%a
0,94 +
0,03%a
0,81+
0,18%a
0,64 +
0,05%a
12,37
0,347
11,74 +
0,78"a
5,49 +
0,08%a
5,05+
0,42%a
15,02 +
0,117
14,43 +
0,978
0,42 +
0,43
0,17 =
0,03%a

92
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531+ 555+ 5,32 + 5,57 +
Linoleico 0,23%a 0,26"2 0,047a 0,57%2
(C18:2 n6cis) wb 5,09 £ 551+ 539+ 515+
0,05%2 0,197 0,01%a 0,252
0,01 + 0,24 + 0,11 0,18 +
Ly 0,00 0,0472 0,13 0,20%2
Araquidico (C20:0) y 017 + Ny 0.38 +
0,007 0,142
0,13 0,17 0,13 0,18 +
Gama-Linolénico 0,05%2 0,01%2 0,03A 0,08%2
(C18:3 nécis) wb 0,12 + 0,16 + q 0,18 +
0,17%2 0,017 : 0,10
1,04 0,97 0,99 + 0,98 +
Gondoico 0,02%2 0,114 0,03%a 0,09%2
(C20:1 n11cis) w9 0,95 + 0,99 + 1,01 + 1,01 +
0,03"@ 0,03%2 0,10%a 0,08%2
0,05 + 0,06 + 0,02 + 0,15 +
Alfa-Linolénico 0,06"2 0,01%2 0,017 0,05
(C18:3 n9cis) w3 0,10 + 0,08 + od od
0,107 0,02%2
0,16 0,20 + nd nd
Heneicosilico 0,117 0,09%2
(C21:0) 0,29 + 0,14 + d o
0,0742 0,06"2
0,53 0,44 + 0,99 + 0,65 +
. 0,08"2 0,01%2 0,83"a 0,22%2
Beénico (C22:0) 0.69 + 0.38 + 1,00 + 0.50 +
0,037 0,137 0,374a 0,07%2
0,24 + 0,33 + 0,23 + 0,33+
Erdcico 0,03%a 0,06"2 0,05%a 0,162
(C22:1n9) w9 0,26 £ 0,27 £ 0,46 £ 0,20 £
0,00%2 0,02%a 0,30%a 0,08%2
Eicosapentaenoico 122+ 1,54+ 1,78+ 148+
(C20:5) 0,10%2 0,44"2 0,83"a 0,23%2
) 1,16 + 0,97 1,64 + 1,18 +
0,18%2 0,12%a 0,63"a 0,162
0,62 0,55 + 0,92 + 0,52 +
Docosahexaenoico 0,124 0,014 0,447a 0,13%2
(C22:6) 0,64 + 0,48 + 0,75+ 1,07
0,08"2 0,20"8 0,25%a 0,90%2
68,41 + 69,15 + 68,63 + 68,24 +
AGS 0,10%° 0,85%2 1,90%a 1,00%2
70,19 + 69,20 + 68,69 + 69,93 +
0,344 0,63"@ 0,11%a 0,61%2
31,43 + 30,65 + 31,36 £ 31,76 £
AG 0,03%2 0,9472 1,90%a 1,007
29,52 + 30,64 + 31,30 + 30,06 +
0,260 0,574 0,117a 0,61%2
23,77 £ 22,64 + 23,08 + 23,42 +
AGMI 0,258 1,767 0,63"a 0,07%2
22,24 + 23,06 + 23,25 + 22,31 +
0,204 0,024 0,63"2 1,564
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. 765+ 8.00 + 828+ 8.34 +

AGP! 0.22%a 0.834 1,274 1,028
, 728 758 + 805 + 775+

0.47% 0,55 A2 0734 09442

A ) 204+ 2,08+ 198+ 198+
0,034 0,064 0.15% 0114

, 221+ 214 + 1,08 + 212+

0,074 0,054 00142 0.04%

T . 322+ 325 + 321+ 3.09 +
0,064 0.16% 0.17% 0114

348 + 316 + 315 + 331+

7 0,014 0,058 0,058 0.12482

SFA . 4385+ 4278+ 4340+ 4413+
0,082 1,007 0,032 0,034

4166+ 4250+ 4334+ 41,81+

[ 1,728 0,03 0,03 0,03

3820+ 40,00+ 3720+ 4152+

HSFA 1 0,032 0,032 0,032 0,034
, 3085+ 4055+ 3659+ 3025+

003" 0,03 0,038 0,038

Controle: creme de ricota caprino sem probitticos adicionados; MAL: microparticulas de
alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracdo de 0,5% liofilizadas; AGS: é&cidos graxos saturados; AGI: acidos graxos
insaturados; AGMI: acidos graxos monoinsaturados; AGPI: acidos graxos poli-insaturados;
indice de aterogenicidade (IA) = (C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0)/(ZAGMI + ZAGPI (n-6) e (n-
3)); indice trombogénico (IT) = (C14:0 + C16:0 + C18:0)/[0,5 x SAGMI + 0,5 x SAGPI(n-6) + 3
x ZAGPI(n- 3) + (n-3)/(n-6)]; Acidos graxos desejaveis (DFA) = AGMI + AGPI + C18:0; indice
de &cidos graxos saturados hipercolesterolémicos (HSFA) = C12:0 + C14:0 + C16:0; nd: ndo
detectado. 2~ ": letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05)
entre os diferentes tempos da mesma amostra durante o armazenamento, de acordo com o
teste de Tukey. A~ B: letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca (p < 0,05)
entre 0 mesmo tempo de armazenamento nas diferentes amostras, de acordo com o teste de
Tukey.

6.14 ANALISE DO PERFIL DE VOLATEIS DO CREME DE RICOTA CAPRINO

A Tabela 15 apresenta o perfil volatil do creme de ricota de cabra adicionado
de probiético microencapsulado durante armazenamento refrigerado (7 °C). Queijos
frescos geralmente possuem poucos volateis em sua composi¢do; no entanto,
cinquenta compostos foram detectados nos cremes de ricota: 8 acidos carboxilicos, 7
alcoois, 8 aldeidos, 6 cetonas, 3 ésteres, 9 hidrocarbonetos e 9 terpenos.

Considerando os &cidos carboxilicos, a incorporagédo de L. acidophilus La-05
livre ou microencapsulado resultou em maiores concentracdes de acido hexanoico,
acido tetradecanoico, &cido octadecenoico e acido octadecanoico, além de menores

concentracbes de acido octanoico (p < 0,05). Esses achados podem estar
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relacionados a producédo de acidos graxos de cadeia curta através da hidrdlise de
triglicerideos por bactérias probioticas (PICON et al., 2019).

As concentracdes da maioria dos acidos carboxilicos foram mais pronunciadas
nas amostras contendo células livres, sugerindo que nessa forma, a cultura probiotica
estava mais ativa. Além disso, durante o armazenamento, as concentracdes de 4cidos
hexanoico e octanoico aumentaram nesta formulagdo, enquanto uma diminuicao
abrupta foi observada nos outros acidos carboxilicos (p < 0,05). Os acidos caproico
(hexanoico) e caprilico (octanoico) contribuem fortemente para o aroma e sabor
tipicos dos laticinios de cabra, estando associados a odores ran¢osos (BEZERRA et
al., 2017 a; RANADHEERA et al., 2019). Portanto, a menor concentragcdo desses
compostos encontrada nos queijos contendo probidticos microencapsulados (p < 0,05;
dia 7) em comparacdo com 0s queijos contendo células livres pode aumentar a
aceitacao sensorial dos produtos.

Considerando os alcoois e aldeidos, a incorporacédo de L. acidophilus La-05
livre ou microencapsulado resultou no desaparecimento do composto feniletil e na
reducdo da concentracdo de undecanal (p < 0,05), associados ao aroma floral
(RANADHEERA et al., 2019). Os queijos contendo probioticos microencapsulados
apresentaram maior concentragdo de nonanol, mentol, butiloctanol, tetradecanol,
nonanal e benzaldeido (p < 0,05) do que a formulagdo com células livres. Esses
compostos podem fornecer aromas florais, frutados, doces e alcodlicos (MUELAS et
al., 2018; RANADHEERA et al., 2019; SANT'ANA et al., 2019). A amostra contendo
células livres apresentou maior concentracdo de octanal (associado aos aromas de
gordura e herbal) ao final do periodo de armazenamento (RANADHEERA et al., 2019).

Considerando as cetonas e 0s ésteres, a incorporacdo de L. acidophilus La-05
livre ou microencapsulado resultou no desaparecimento dos compostos succinato de
etila e decanoato de etila, além de redugdes nas concentracdes de p-mentona (p <
0,05, associados a aromas frutados) (RANADHEERA et al.,, 2019). As amostras
adicionadas de culturas probibticas microencapsuladas apresentaram uma maior
concentracéo de 2-heptanona e octanoato de etila (p < 0,05) do que a formulagcdo com
células livres, que podem fornecer aromas frutados, picantes e de canela aos queijos
(RANADHEERA et al., 2019). E importante mencionar que a 2-heptanona e o

octanoato de etila sdo derivados dos acidos hexanoico e octanoico, portanto, sua
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maior concentragdo contribui para uma menor percep¢ao do aroma e sabor "caprino”
(BATTELLI et al., 2019). A amostra com células livres apresentou maior concentragdo
de acetofenona e 2-pentadecanona (p < 0,05), sendo esta ultima uma metil cetona
produzida a partir da lipdlise de acidos graxos pela beta oxidacdo (BEZERRA et al.,
2017 a).

Considerando os hidrocarbonetos e os terpenos, a incorporacdo de L.
acidophilus La-05 livre ou microencapsulado resultou no aumento de 2,6,11-trimetil
dodecano e hexadecano e em reducBes nas concentracdes de limoneno e 1-
dodeceno (p < 0,05). O limoneno esta associado a notas doces e citricas (MIRANDA
et al., 2019). Os queijos contendo culturas probidticas microencapsuladas
apresentaram maior concentracdo de tetradecano (p < 0,05) do que a amostra com
células livres, que por sua vez apresentou maior concentracdo de 4-metil decano e

pentadecano (p < 0,05).

Tabela 15 - Perfil de volateis do creme de ricota caprino durante 7 dias de armazenamento
refrigerado (7 °C)

Formulagfes do creme de ricota

Classes e Dias de caprino
armazenament -
compostos o RL jrc control Celula o maoL
e s livres
Acidos
carboxilicos
Db Cb Aa Ba
Acido hexanoico % 990 991 géioa ;égAa ggim gg;lB b
. . 1 118 118 4,637 0,54¢>  3,198B2 nd
Acido octanoico - 0 5 nd 6.05% 2788 nd
Acido decanoico 1 137 137 nd nd nd 0,45°
7 3 3 nd nd nd 0,532
Acido 1 176 175 0,05¢2 0,93%2 (0,91%2 (Q,11Bb
tetradecanoico 7 8 9 0,08P2 0,17¢® 0,34%> 0,278
Acido 1 195 195 2,26% 8,72Aa 337Ba 1 77P2
hexadecanoico 7 9 8 1,218C 1 2@Bd 1 71A0  1,17CP
Acido (2)-11- 1 213 214  3,19°®  9,86"* 3,51Ba 2,15P2
octadecenoico 7 9 0 0,698 0,678 1,01”° 0,40¢°
Acido cis-13- 1 217 217 2,18Ba 3,05% 120 1,03Pa
octadecenoico 7 0 1 0,778 0,59 1,04 0,35P°
Da Aa Ba Ca
Acido 1 217 217 1,13 3,35 1,52 é’ich
octadecanoico 7 2 4 0,44% 0,36 0,58% '
Alcoois
1 107 107 0,708 0,60°° 0,72B% 0,86”°
1-Octanol

7 0 5 4,11¢ 0,93%@ 7,88% 6,202



Feniletil

1-Nonanol

Mentol

2-Butiloctanol

Dodecanol
Tetradecanol
Aldeidos
Benzaldeido
Octanal
Nonanal

Decanal

2,5-
Dimetilbenzaldeid
0

Undecanal
Dodecanal
Hexadecanal
Cetonas
2-Heptanona
Acetofenona

2-Nonanona

p-Mentona

2-Undecanona

2-Pentadecanona

Esteres

Succinato de etila

SN

NRPNRE N RPNRE N

NP NRNRE N RPNRNRNRENR

NP NRN R NRNR R

=

111

117

117

127

147

167

962
100

110

120

120

130

140

181

891
106

109

115

129

169

118
2

111

117

117

128

147

167

968
100

110

120

121

130

140

181

889
106

109

115

129

169

119
1

0,442
0,11°

9,210

14,924

0,51¢°
3,317
2,848P

4,31P2

2,18%
0,77%
3,28%
5,64

nd
nd
2,06

nd
1,66°
3,15¢
0,35%°
0,514
0,1882

0,145

0,90%a
0,37°°
0,184
0,065°
0,258
0,058

0,06
0,16
nd
nd
nd
nd

0,574

1,45¢2
0,574
0,437°
2,06
nd

1,46°
1,642

nd
nd
14,37°¢
a

13,34¢
b

0,43°°
0,53P2
1,83

4,91¢@

3,05°2
0,59¢
7,10
8,922

0,67B2
0,41°¢P
nd
16,20
1,560
1,79ba
0,168°
0,288B2
5,6272

0,290

0,23
0,926
0,06%
0,07
0,274%
0,0748°

0,6742
0,07P
0,45%2
0,278
nd
nd

0,26

0,38Pa
0,25¢
0,16¢P
nd
16,20

nd
nd

nd
nd
17,808
a

4,99°

1,278b

1,71¢

3,717

10,15%
a

1,202
1,047
8,55
3,640

0,37¢°
1,768
nd
nd
2,614p
3,467
0,37%2
0,278
nd

nd

0,528p
2,06"2
0,217
0,13
0,32%a
0,058°

0,09¢

0,278
nd
nd
nd
nd

0,36%°

1,907

0,592

0,248
nd
nd

nd
nd

97

nd
nd
19,084
a

14,798
b

1,667
2,86°2
2,48

7,27%

4,092
0,36
7,548
6,275

1,17Ap
3,247
nd
nd
2,3280
3,32B2
0,188
0,534
nd

nd

0,21¢P
1,178
0,108
0,062
0,04¢P
0,114

0,378°
0,72%2
0,500
1,034
0,18°
0,522

0,28

1,628

0,33B2

0,387
nd
nd

nd
nd
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Octanoato de 1 119 119 2,68¢b 2,15Pb 51070  4,248b
etila 7 6 8  1345% 475Pa gE0ca 9 1082
Decanoato de 1 139 139 0,492 nd nd nd
etila 7 3 7 0,21° nd nd nd
Hidrocarbonetos
A-metil Decano 1 106 106 0,898  (042% 1574 (230a
7 0 0 0,258  0,62% 0,218 0,238
A
2.6.11- 1 127 128 0094ca 79 4 7gea 1 7gea
Trimetildodecano 7 5 0 0,406 2217 0518 0478
4.6- 1 132 132 088%  027% 049% (,16°
Dimetildodecano 7 5 6 0,25¢ 0,44B2 (Q,53A2 (Q,15P2
1 140 139  0,05°@ 0,93 0,01% (44682
Tetradecano 7 0 9 0,082  0.17S% (34A° (0,288
1 146 147 3719° 986 351Ca gp5QBa
1-Clorododecano 7 9 0 069 067% 1014 041
1 150 149 1,13 373582 152Ca 4 7gAa
Pentadecano 7 0 6 0,44 336 0588 0,420
Hexadecans 1 160 159 nd 0,678 0,37 1,174
7 0 9 nd 0,41C 1,768 32488
& Fonildodecano 1 173 171 nd 1,237 nd 0,158
7 0 0 nd nd nd nd
Octadecano 1 180 179  0,18% 0,068 0,21% 0,038
7 0 9 0,068 0,078 0,13* 0,068
Terpenos
) 1 0,07 nd nd nd
a-Tujeno 7 929 932 nd nd nd nd
o-Cimeno 1 102 102 nd 1,23~ nd 0,158
7 2 3 nd nd nd nd
. 1 103 102 11,62% 023° 5758  nd
Limoneno 7 1 7 0,330 nd 021 nd
1 119 119 2,39% (0,72 1178 0,580
1-Dodeceno 7 0 2  058% 2000 048% 0558
.Cobaeno 1 137 137 071@ nd nd nd
P 7 6 8 0,31° nd nd nd
- 1 141 142 02582 (Q274Ba (32Ra () 17Ca
Cariofileno 7 9 2 0,058> (0. 074Bb (058> 0,12/
1 145 145 226P 872/ 337% 7008
Humuleno 7 4 8 1,218 12680 17140 1 20Ch
5-Cadineno 1 152 152 006 0674 0,09% 0378
7 4 6 0,162 007 (278 (,72°
3,7(11)- 1 154 154 0,07 nd nd nd
Selinadieno 7 2 0 nd nd nd nd

Controle: creme de ricota caprino sem probioticos adicionados; MAL: microparticulas de
alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracdo de 0,5% liofilizadas; IRL: indice de retencdo da literatura; IRC: indice de
retencdo calculado; nd: ndo detectado. 2~ P: letras minusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferenca (p < 0,05) entre os diferentes tempos da mesma amostra durante o
armazenamento, de acordo com o teste de Tukey. #~P: letras mailsculas diferentes na mesma
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linha indicam diferenga (p < 0,05) entre 0 mesmo tempo de armazenamento nas diferentes
amostras, de acordo com o teste de Tukey.

6.15 ANALISE SENSORIAL DO CREME DE RICOTA CAPRINO

O teste de aceitacdo do consumidor e a intengéo de compra do creme de ricota
caprino sédo apresentados na Tabela 16. As amostras receberam pontuacdes entre
6,52 e 7,73 em uma escala de 9 pontos, o que indica que os consumidores gostaram
dos produtos moderadamente. A intencdo de compra recebeu pontuacédo entre 3 e 4
em uma escala de 5 pontos, indicando que os consumidores provavelmente
comprariam o creme de ricota caprino.

A incorporacao de L. acidophilus La-05 livre ou microencapsulado nao alterou
a aceitagao sensorial e a intencdo de compra dos queijos (p = 0,05). Além disso, nao
houve diferenga entre as formulagdes no teste de classificacdo de preferéncias (p =
0,05). Os dados indicaram que, embora a adicdo de culturas probidticas tenha
resultado em alteracdes fisico-quimicas (Tabela 10), parametros de textura e cor
(Tabela 12), perfil de acidos graxos (Tabela 14) e perfil volatil (Tabela 15) dos

produtos, eles néo tiveram impacto na aceitacdo do consumidor.

Tabela 16 - Aceitacdo sensorial e intengdo de compra do creme de ricota caprino apos 7 dias
de armazenamento refrigerado (7 °C)

Formulacdes do creme de ricota caprino

Atributos Controle Células livres MAL MAQL
Teste de aceitacéo

Aparéncia 6,96 + 1,502 7,01 £ 1,542 7,07 £1,62 7,20 £ 1,562
Cor 7,73+1,122 7,71 + 1,242 7,62+ 1,222 7,61+ 1,207
Textura 6,82 + 1,682 6,91 + 1,742 6,92 + 1,752 6,63 + 1,862
Sabor 6,65 + 1,842 6,60 + 2,102 6,51 + 2,292 6,52 + 1,912
Aroma 6,83 + 1,532 6,72+ 1,712 6,90 + 1,682 6,80 £+ 1,50
Avaliacao global 6,77 + 1,612 6,76 + 1,722 6,74 £ 1,692 6,60 + 1,842

Intencdo de compra 3,71+1,172 3,58 +1,162 3,47 +1,1202 3,46 + 1,252

Controle: creme de ricota caprino sem probitticos adicionados; MAL: microparticulas de
alginato liofilizadas; MAQL: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracdo de 0,5% liofilizadas. Os valores expressos sdo médias de trés ensaios
independentes + desvio padrdo. 2~ P: letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca (p < 0,05) entre as amostras, de acordo com o teste de Tukey (n=100).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos mostram que a microencapsulacdo com alginato, com e
sem cobertura de quitosana, utilizando a técnica de gelificacdo idnica externa por
extrusdo é uma metodologia adequada, produzindo microparticulas esféricas e
uniformes. A cultura probidtica L. acidophilus La-05 microencapsulada mantem as
contagens adequadas (> 6 log UFC/mL) durante o armazenamento refrigerado, em
condicbes de estresse (térmico, osmoético e baixos valores de pH) e em exposicéo ao
trato gastrointestinal simulado quando incorporado em extratos hidrossolUveis de
arroz e soja, leites caprino e bovino, exibindo viabilidade celular superior & da cepa na
forma livre. Embora o leite bovino e caprino exerca maior protecado ao probiético, os
extratos hidrossolUveis de arroz e soja também sdo veiculos adequados para as
microparticulas de L. acidophillus La-05, com contagem suficiente para proporcionar
beneficios a saude. A incorporacdo das microparticulas probibticas nos extratos
hidrossolluveis vegetais de arroz e soja impacta positivamente nas caracteristicas
fisico-quimicas, apresentando produtos com baixa acidez e levemente adocicados.
Com relacdo ao creme de ricota caprino, a microencapsulagdo aumenta a
sobrevivéncia da cepa probiética durante o armazenamento refrigerado e digestéo in
vitro (contagens superiores a 6 log UFC/mL) e melhora os parametros de qualidade
do produto (sem perda de umidade, menor protedlise, menor producdo de acidos
organicos, textura com menos elasticidade e adesividade e perfil volatil composto por
aroma "caprino" menos pronunciado). A incorporac¢éo de L. acidophilus La-05 livre ou
microencapsulado ndo afetou a analise sensorial do produto. Os resultados do
presente estudo sdo importantes para a industria de alimentos, pois indicam tanto
matrizes ndo lacteas (extratos hidrossollveis de arroz e soja) como matrizes lacteas
(leite bovino, leite caprino, e creme de ricota caprino) adequadas para incorporacao

de L. acidophilus La-05 microencapsulado.
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APENDICE A - FORMULARIO DO TESTE DE ACEITACAO E INTENCAO DE
COMPRA DO CREME DE RICOTA CAPRINO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM NUTRIGAO

Teste de Aceitacao e Intencdo de compra

Nome: Idade: email:
Fone: Escolaridade: Data:

Vocé esta recebendo 04 amostras codificadas de pasta de ricota caprina com potencial
probidtico. Prove-as da esquerda para direita, avalie sensorialmente as amostras de acordo
com cada atributo nos quadros e escreva o valor da escala que vocé considera
correspondente a amostra (c6digo) no que diz respeito aos atributos avaliados. Antes de cada
avaliacdo, vocé devera fazer uso da agua e da bolacha.

9 — gostei muitissimo

8 — gostei muito ATRIBUTOS AMOSTRAS (CODIGO)
7 — gostei moderadamente

6 — gostei ligeiramente Aparéncia

5 — nem gostei/nem desgostei Cor

4 - desgostei ligeiramente Aroma

3 — desgostei moderadamente Sabor

2 — desgostei muito Textura

1 — desgostei muitissimo Impresséo Global

Agora indigue sua atitude ao encontrar estes produtos no mercado.

5 — compraria
ATRIBUTOS
4 — possivelmente compraria AMOSTRAS (CODIGO)




3 — talvez comprasse/ talvez néo

comprasse
2 — possivelmente ndo compraria

1 — jamais compraria

Comentarios:

125

Intencéo de
Compra

Obrigada!
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APENDICE B - FORMULARIO DO TESTE DE ORDENAGCAO-PREFERENCIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM NUTRIGAO

Teste de Ordenacao-Preferéncia

Nome: Data:

Vocé esta recebendo 4 amostras de pasta de ricota caprina com potencial probiotico. Por
favor, prove as amostras, da esquerda para direita, e ordene-as em ordem decrescente de
preferéncia geral. Espere 30 segundos antes de consumir a proxima amostra e utilize
bolacha e 4gua entre cada avaliacao.

Mais Preferida ~ Menos Preferida

Posto 1° Lugar 2° Lugar 3° Lugar 4° Lugar

Cddigo

Comentérios:

Agora, por favor, responda as seguintes questdes:

1. Qual caracteristica sensorial vocé mais apreciou na amostra mais preferida?

2. Qual caracteristica sensorial vocé ndo apreciou na amostra menos preferida?

Comentérios:

Obrigada!
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

4

T =2
e~

@

VIRTUS IMPAVIDA
v Yy

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) na analise sensorial da pesquisa
“DESENVOLVIMENTO DE PASTA DE RICOTA CAPRINA COM PROBIOTICOS
MICROENCAPSULADOS”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Laénia Angélica Andrade Lopes,
residente na Rua Jodo Vieira Carneiro n® 895, apt 703 no Bairro Pedro Gondim, cep 58031080, Jodo Pessoa-PB.
Telefone do pesquisador responsdvel (83) 996737883 (inclusive ligagdes a cobrar) e email:
laenia.lopes@gmail.com. A pesquisa esté sob a orientagdo da Profa. Dra. Thayza Christina Montenegro Stamford,
email: thayzastamford29@gmail.com, Telefone: (81) 985774611 e co-orientacdo da Profa. Dra. Marciane
Magnani, email: magnani2@gmail.com, telefone para contato: (83) 996866833.

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo Ihe sejam compreensiveis, as dividas
podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos
forem dados, caso concorde com a realizacdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que estad em duas vias, uma via lhe serd entregue e a outra ficard com o pesquisador responsavel. Vocé
estard livre para decidir participar ou recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir
é um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem
nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Esta pesquisa é sobre a elaboracéo e caracterizacdo de uma pasta de ricota produzida com leite de cabra
e adicionada do probidtico L. acidophilus La-05 (micro-organismo que oferece beneficios ao organismo) em
microcépsulas de alginato e quitosana (substancias seguras para consumo).

A sua participacdo nesta pesquisa ocorrera da seguinte forma:

a) Cada participante recebera 4 amostras de pasta de ricota de cabra. O procedimento tera o tempo de
duracdo de aproximadamente 10 minutos para a degustacao.

b) As amostras deverdo ser provadas individualmente e, entre elas, o participante devera beber dgua
filtrada para lavagem da boca e neutralizacdo do paladar.

c) O participante receberd dois formularios de avaliacdo para preencher as informag@es sobre cada
amostra.

A sua participagdo podera envolver riscos ou desconfortos pela falta de habito de consumir queijo caprino,
além de riscos inerentes a contaminacdo da pasta de ricota. Porém, esses riscos serdo controlados adotando-se
procedimentos seguros para manipulagdo e armazenamento dos mesmos. A bactéria probidtica e os materiais
usados na pesquisa foram adquiridos comercialmente, e sdo seguros para consumo. Serdo garantidos todos os
cuidados necessarios a participacdo de acordo com os direitos individuais e respeito ao bem estar fisico e
psicoldgico. Sé deve participar desta pesquisa quem for consumidor habitual de queijo e pessoas que ndo sejam
alérgicos ao leite e intolerantes a lactose. Preveem-se como beneficios da realizacdo da pesquisa: elaboracdo de
um produto que tenha boa qualidade nutricional; conhecer a aceitabilidade do produto; facilitar a insercdo no
mercado de novos produtos; verificar se 0 consumidor teria interesse em adquirir os produtos através dos resultados
obtidos na ficha de intengdo de compra. Dentre os beneficios diretos aos participantes, ter-se-a a contribuicéo para
melhor aporte de proteinas, compostos bioativos e bactéria probiotica que pode oferecer beneficios ao organismo.

Todas as informacBes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo,
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sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados através de formularios nesta pesquisa,
ficardo armazenados em pastas de arquivo e computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora Laénia
Angélica Andrade Lopes, no endereco acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada lhe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo é voluntaria, mas
fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo
serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacéo).

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar,
sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apds a leitura (ou
a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas ddvidas
com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo “Desenvolvimento de Pasta de Ricota Caprina
com Probidticos Microencapsulados” como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcéo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data
Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas & equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
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ARTICLEINFD ABSTRACT

The effect of microencapsulation of L eeidopliius La-05 (8 log CFU/mL) by external jomic gelation terhmigue in
alginate (30 g/L; AM) and alzinate coated with a low molecular weight chitosan solution (5 g/L; ACSM) on the
survival of the freezedried probiotic culture during storage (7 °C; 0, 7, 15, 30, 60, 90 and 120 days), and
expoeure to temperature (72, 85 and 90 °C), pH (2, 4, and 6), and NaCl (10, 15 and 20 g/L) were studied.
Furthermore, vegan milks (soybean and riee milks) added with microencapsulated probictie rultures were
evaluated for the physeorhermeal charactenstios and survival of the probictic auliure during refrigerated sto-
rage (7 °C; 7 daws) and m vitro digestion, Free eells were used s control, AM and ACSM showed smilar mi-
croencapsulation yield (= 9096) with uniform and spherical microparticles dispersed without apelomeration.
Searming dlectron miroseopy showed that chitoean was able to cover the poows structure of the alginate
partides, resulting i 4 more stabibized microparticle. The mismencapsulation provided higher probiotic pro-
teetion o storage, thermal treatment, NaCl and pH (decreases of ~1 log CFU/mL) compared to the free cells
(decreases of ~3, 4, 2 and 3 Iy CFU/mL, respectively), and nereased probiotic survival during refrigerated
storage and in vitro digestion of vegan milks mmpared to free eells (deereases of ~1 and 4 log CFU/mL, re-
spectively). Only microencapsulated probiotie sultures (AM and ACSM) maintained suitable probiotic rounts
(=6 Iy FU/mL) during storage, exposure to sress eonditions and dmulated gastrointestinal digestion.
Chitosan coating inereased the probiotic snvival in the wepan milks dwing refrigerated storage
Mirroeneapsulation by external jonie gelation in alginate proved to be a suitable microencapsulation terhnique
o improve the probiotic survival to gompe, stress conditions (temperature, pH and NaCl) and smulated gas-
trointestinal onditions, This was the fivst study that evaluated the addition o probiotic cultures to riee and
soybean milks, proaing that the vegan milks could be considered suitable camiers for microencapsulated pro-
biotic ruliures,

Keywards:
Prabiotic
Biopolymers
Encapsulation

I vitro digestion
Freeze-dring
Rice milk
Soybean milk

1. Introduction

Prohictics are defined as live microorganisms that, when ingested in
adequate quamtities, confer health benefits to the host (Hill et al,
2014), being L. actdophitts La-05 a wellknown probicde swain (Kerry
et al., 2018). To produce the desired effects on the health, the probictic
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culture needs to arrive metabolically viable in the gut (Silva, Cezaring,
Michelon, & Sate, 2018), However, the probictic microcrganism in its
free form may be susceptible t environmental stresses (oxygen, acid
PH, and digestive enzymes) and drastcally decrease its counts through
the gasmrointestdnal wact (Rather, Akhter, Masoodi, Gani, & Wani,
2017).
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The mictoencapsulation of probiotic cultures has been proposed to
protect the microorganisms from the hosdle conditons, allowing a
greater number of viable cells to arrive in the gut (Ashwar, Gani, Gani,
Shah, & Masoodi, 2018). In addition, microencapsulation prevents the
sains from interacting with the mawix, reducing their impact on the
sensory properties of the products (Liv et al., 2017). Among the tech-
niques used for microencapsulation of probictc cultures, external ionic
geladon is the maost popular, because it needs simple and accessible
conditions for micropartides production and does not use high tem-
peramre or solvent (Poletto et al,, 2018).

Sodium alginate is largely used in microencapsulation of probiotc
cultures because of its biccompatble and bicdegradable nature
(Etchepare et al., 2016; Rather et al, 2017). However, the porous
nature of the alginate gel may allow moisture, gastric juice and other
fluids & enter the microparticle, reducing the protection against ad-
verse environmental factors (Liu et al., 2017). Thus, materials such as
chitosan have been used to coat the alginate micropardcle in order two
make it less porows and more stable (Etchepare et al., 2016; Rather
t al, 2017).

In recent years, there was an increase in the veganism, as well as, a
reduction of dairy products consumption, mainly because of the hy-
percholesteremidc, milk-allergic, and lactose intolerant individuals,
Therefore, vegetable mawices have been suggested as potental carriers
for probiotic culmres, such as fermented soybean milks (Espirito-Santo
et al, 2014), fermented rice milks (Costa, Junior, Rosa, Caliar, &
Fimentel, 2017), rice puddings (Abdel-Ladf & Saad, 2016) and fer-
mented cocomut/soybean ice creams (Aboulfazli, Baba, & RMisran,
2015). Fermented products are the main non-dairy products evaluated,
because fermentation increases the probictic viability and survival,
while the inclusion of probictc cultires in non-fermented vegetable
matrices could impair the probiotic survival (Min, Bunt, Mason, &
Hussain, 2018). As far as the authors know there are no studies that
evaluated the incorporadon of free and microencapsulated I acid-
gphilus probictic culture in rice and soybean milk.

This study aimed to evaluate the effect of microencapsulation of L.
actdophitis La-05 by external ionic gelaton technique in alginate and
alginate coated with a low molecular weight chitosan solution on the
survival of the probiotic culture: (1) during storage and exposure to
temperature, pH, and NaCl, and (2] to the refrigerated storage and in
virg digesdon when incorporated in vegan milks (soybean and rice
milks]. The effect of the probistic addidon on the physicochemical
characteristics of the vegan milks was also evaluated.

2. Materials and methods
21, Microorgmisns and cultre conditions

A commercial probistic culture of L. actdophiius La-05 was obtained
from Chr. Hansen Brazil (Valinhos, S3c Paulo, Brazl). Stock cultures
were maintained in cryovials at — 20 °Cin de Man, Rogosa and Sharpe
(MBS broth (Hibledia, Mumbai, india) containing ghycersl (20 mL/
100 miL, Sigma Aldrich, 5t Louis, USA). The inoculum of the swain was
obtained after preparing suspensions in sterile saline soluton (8.5 /L
NaCl) and incubating at 37 *C for 24 h under anaercbic conditions
(Anaercbic System Anaerogen, Oxoid Ltda, Wade Road, UK). Cultures
were harvested by centrifugadon (4500 g, 15 min, 4 *C), washed twice
with sterile saline solutcn and re-suspended to cobtain standard cell
suspensicns. Optcal density reading of 1.8 at 660 nm provided cell
conits of approximately 9 log CFU/mL. The cell suspension was used in
the assays as free cells or subjected to microencapsulaticn.

22, Microencapsulation of L. Acidophitus La-05
The microencapsulation of L. acidophifis La-05 was performed by

external ionic gelation through extrusion (De Prisco, Maresca, Ongeng,
& Mariello, 2015). The Encapsulator B-395 Pro was equipped with a
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syringe pump and a 300 mm nozzle (BUCHI Labortechnik, Flawil,
Suica). L. actdophifus La-05 peller wasincorporated ints 50 ml of 30 g/L
sterile (121 *C for 15 min) sodium alginate solution (Sigma-Aldrich, 5t
Louis, EUA). A syringe was loaded with the suspension of sodium al-
ginate and L. acidophilus La-05 and injected on the Encapsulator. Flow
rate was afdjusted to 26 mL/min with tarbo with a vibradon frequency
of 1740 Hz and an electrode tension of 980 mV. The alginate cell sus-
pension was dropped into 500 mi of a 0.5 mol/L caleium chloride so-
Iuticn and carefully strred for 40 min. L. acidophitus La-05 loaded mi-
croparticles (AM) were washed, leached and maintained in sterile
distlled water at 7 °C.

2.3. Coating of alginate microparticles with chitosan

Calcium alginate microparticles (AM) were coated with a low mo-
lecular weight chitosan (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) at 5 g/L
[ACSM). The concentration of chitosan was based on preliminary tests,
as the microencapsulation yield decreased significandy with the in-
crease of chitosan content The chitosan was dissolved in lactc acid
sohrtion (0.09 mol/L) under strring at 120 rpm for 20 min, the pH was
adjusted to 5.7-6.0 using 1 mel/L NaOH, and the scluton was aute-
daved at 121 °*C for 15 min. Coating of AM with chitosan was achieved
by adding one gram of AM in 10 mL of the chitosan sclution and gentdy
srring at 100 rpm for 15 min. Then, ACSM microparticles were fil-
tered, washed, leached and maintained in sterile distilled water at 7 °C.

24. Freese-drying of the L. Acidophifus La-05 microparticles

AM and ACSM (1 g) and free cells (1 mL) of L acidophilus La-05
were placed in cryombes containing 10 mb of 100 2/L skim milk so-
luton (Acumedia). The samples were frozen at — 80 °C for 24 h. Then,
the cryotubes were placed at the freeze-dryer (Liotop L101 freeze-dryer,
880 Carlos, Brazl) for 48 h.

245, Characterization of microparticles

The morphology of the micropardces was observed in an Optical
Microscopy Zeiss Axio (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Giuingen,
Germany] coupled to a digital camera Axio-Cam HEe at 25x magnifi-
cation. The particle size disoribution was determined by span factor (Cai
et al., 2014, Equadon (1)) using a Microtrac partce analyser 53500
(Microwac Inc, USA), and the results expressed as volume weighted
mean diameter (pm).

Span = [{do, 903 1= (dv, 10)]f{dv, 50) e}

where (dv, 14), (v, s, (dv, 9g) corresponds to the diametrs at which
the cumulatdve sample volumes were under 10%, 50% and 90%, re-
spectively.

The microstructure of the microcapsules was evaluated by scanning
elecoon microscopy (SEM). For that, the microcapsules were depaosited
over a commercial double coated adhesive tape and attached to a stab.
Then, they were coated with gold in a sputter coater (3CD 050, Bal-Tec,
Wetzlar, Germany). Before critical point drying, the samples were
transferred to microporous specimen capsules. The specimens were
viewed with a SEM (Quanta 250, Thermo Fisher Scientific-FEI,
Waltham, M4, USA) at an acceleration voltage of 15 kV.

2.6, Microencapsulation yield of L. Acidophitus La-05

The microencapsulation yield (Eq. (27) was determined according to
Chavarri et al. (2010), with minor modificadons. Briefly, 0.1 g of pro-
biotic microparticles were re-suspended in 1 ml sterile saline solution
(8.5 g/L) and stirred with sodium citrate solutdon (10 g/0) at 1800 rpm
for 10 min to disruption. Then, they were serially diluted (1011077,
and 20 pL aliquots of each dilution were inoculated on MRS agar wsing
a microdrop ineculation technique (Herigstad, Hamilton, & Heersink,
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2001). The plates were incubated at 37 *C for 48 h under anaerchiosis
and visible colonies were enumerated. The results were expressed as log
CFU/mL and the detecton imitwas 2 log CFU/mL. This procedure was
wed for all subsequent analysis of probiotc viahility.

Microencapsulationyyield = (M/No) ;100 )]

where, NO is the log cell number added in the sodium alginate soludon
and N is the log cell number loaded in the microparticles.

2.7, Viahitity of L. Actdophilts La-05 int freeze-dried microparticles during
storage

The viability of freeze-dried L. acidophites La-05 (free, AM or ACSM)
was evaluated during storage for 0, 7, 15, 30, 60, 80 and 120 days at
7°C.

2.8, Viakitity of L. Actdophitus La-05 in freeze-dried microparticles under
stress conditions

The exposure to heat treatment was performed as suggested by
Alves et al. (2015), First, 0.1 g of probiotc culture were added with
1 ml sterile distlled water, exposed to emperatures of 72, 85 and 80 °C
for 30 s, and instantly cooled in ice for 10 min. The tolerance to NaCl
was verified according to the methodology proposed by Sabikhi, Babu,
Themplinson, and Kapila (2010). To do this, 0.1 g of probictc culture
were added with 1 mL sterile saline soluticn contining 10, 15, or 20 g/
LNaCl and incubated at 37 *C for 1, 2, and 2 h. The tolerance to pH was
tested according w the methodelogy desaribed by Castwo-Cislaghi, Reis,
FritzenFreire, Lorenz, & Sant’Anna (2012), with modifications. For
that, 0.1 g of probiotic culture were added with 1 mL sterile distlled
water, exposed to pH 2.0, 4.0 and 6.0 adjusted with 5 mol/L HCI or
with 1 mol/L Na®H, and incubated at 37 °C for 1, 2, and 3 h. The
probiotic viability was performed at each interval of exposure to stress
conditions.

2.9, Physicochemical characteristics and probiotic survival i vega milks
during refrigerated storage and i vitro digestion

Soybean and rice were obtained in the local commerce of Jodo
Pessoa city, Paraiba State, Brazil. Milks were produced according to the
methodology proposed by He, Guo, and Zhu (2019), with some al-
terations. Briefly, 100 g of grains were soaked in 200 mL of water for
12 h at 7 °C. Subsequemtly, the grains were blended with 600 mL of
water and heated at 90 °C for 25 min. Then, the vegan milks were fil-
tered with a stainless-steel sieve with 120 mesh. Finally, 2.5 g of the
freeze-dried AM, ACSM or free cells were incorporated in sterile glass
flasks (50 mL) containing 25 mL soybean milk or rice milk, and the
vegan milks stored for 7 days at 7 “C. Distilled water inoculated with
probiotc culture was used as conwol. After zero, 3 and 7 days of storage
microparticles were disrupted and cells enumerated. The shelf life was
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hased on that of pasteurized milk.

The total soluble solids (T33), pH and color of the vegan milks were
determined on days 0 and 7 of storage wing standard procedures
[ATAC, 2016). TSS content was determined in a digital refractometer
(Insoutam®, 54 Paulo, Brazl) and expressed as “Brix. (Method
932.12). pH measured wing a digital potentdometer (MS Tecnopon
Instrumentatcon, mPA210, Firacicaba, Brazil) (Method 981.12). A col-
orimeter (Minolta®, model CR400, Osaka, Japan) was used for color
evaluatdon. The equipment provided the parameters L* (brighmess), a*
(red-green component) and b* (yellow-blue component).

To assess the survival under simulated gastrointestinal conditons,
the in vitro digestion was perfourmed according to Madureira, Amorim,
Gomes, Pintado, and Maleata (2011] ina contdnuous process simulating
digestion in the esophagus-stomach, ducdenum, and ileum. Enzymes
and bile salts {Sigma Aldrich, 5t Louis, USA) were sterilized with sterile
membrane fillter of 0.22 pm (Millipore, Billerica, MA, EUA) and main-
tained in an ice bath. To simulate the esophagus-stomach, a pepsin
soluticn (25 mg/mL diluted in 0.1 mol/L HCI) was added at a rate of
0.05 mL/mL for 90 min, and the pH was gradually reduced wusing
1 mal/L HC. The duodenum was simulated adding pancreatn scluticn
{1 2/L prepared in 0.1 mol/L NaHC(3) and hile salts (6 /L prepared in
0.1 mol/L NaHC(3] at a proportion of 0.25 mL/ml and adjusting the
PH to 5.0 wsing 0.1 mol/L NaHCO3, In the last step, the lleum was
simulated with pH adjusment to 6.5 with 0.1 mol/L NaHCO3, The
mechanical agitation to simulate peristaltic movements and the t=m-
peratare at 37 “C o simulate the human body temperature were rea-
lized in an incubator (TE-424 TECNAL, Orbital Shaker Incubadora, 580
Pauls, 5P, Brasil) with rotadonal adjusmment in each phase. After each
simulated gasoointesdnal step, the enumetation of viable counts was
performed.

210, Sratistical analysts

Data were expressed as average * standard deviation of two in-
dependent experiments (repetitions] in wiplicate. Significant differ-
ences (p < 0.05) were determined by ANOVA and Tukey’s test using
the software Sigma Stat 3.5 (Jandel Scientfic Software, San Jose,
California).

3. Results and discussion

3.1. Characterization of micropaticles, microencapaudation yield and

freeze-drying process

The micropartdcles (AM and ACSM) presented spherical and uni-
form shape and integrity, as well dispersion without agglomeration
(Fig. 1). From SEM images, it could be observed that the alginate mi-
croparticles (AM) were rough with folds and cavides and presented a
more porous souctare (Fig, 2). The incorporation of chitosan in the

Fig. 1. Optical microscopy images of microparticdles at x 25 magnification: a) Caldum alginate micoparticks b) Cakdum alginate mivvoparticles coated with

chitoean.
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Fig. 2. Scanning electron microseopy (SEM) mages of microparticles at ¢ 500 magnification: 4) Caldum alginate microparticles b) Caleum alginate microparticles

mated with chitosan.

alginate coating (ACSM) resulted in a less porous and more stable
souctare, This result could be associated with the interactions between
oppositely charged polymers of chitosan and alginate, resuldng in a
stabilized microparticle (Shi, Alves, & Mano, 2008, Jiang et al., 2014].
Chitosan coating can decrease the alginate permeability by providing a
saong and thick membrane, resulting in a more compact and denser
micrscapsule (Vaziri, Alemzadeh, & Vossoughi, 2018)0 Therefore,
chitosan was able to cover the porous beads of alginate, which could
increase the protection of the probiotic cultare (Ansard, Pourjafar,
Jodat, Sahebi, & Ataei, 2017).

The microparticles presented size in the range of 793-891 pm,
which is interesting for food applications, The size of the particles inthe
micron range can provide a smooth texture to the food product, while
particles in millimeter size can provide gritty texture (Zanjani et al.,
2012). Furthermare, particles with size higher than 100 pm are needed
o offer protectdon for probiotic cultures during simulated gasto-
intestinal conditions (Zanzani, Tarz, Sharifan, & Mohammadi, 2014).

The incorporation of chitosan in the alginate coating (ACSM) re-
sulted in an increase (p < 0.05) in the mean pardde diameter
(891.42 + 50.92 ym) and expansion factor (1.39 + 0.02) compared
o the alginat: coating (AM, 793.93 + 10.81 pm and 097 + 0.08,
respectively). Therefore, the microparticle coated with chitosan pre-
semted a higher and less uniform diameter. In fact, when chitosan is
incorporated as a coatng, a denser and thicker outer membrane is
produced  (Nualkackul, Lenton, Cook, Khutoryanskiy, &
Charalampepoules, 2012). The freeze-drying process remlted in a de-
crease in the pardde diameter from 79393 = 1081 tw
74060 + 1318 pm for AM and from #91.43 £ 5092 pm to
865.80 £ 28.5% pm for ACSM (p < 0.05), with no significant dif-
ference between microparticles (p = 0.05). This effect can be attib-
wed to the water loss during the freeze-drying process. Furthermore,
freeze drying process can result in agglomeration, and loss of spherical
shape, resulting in decreases in the particle size (Etchepare et al., 2016).

The results of the characterization of the microparticles suggest that
alginate and alginate-chitosan microparticles present spherical and
wniform shape and integricy, with no agglomeration, when analyzed
wing an optical microscopy. The utlizadon of SEM provided a more
detailed information, demonstrating that chitosan was able to cover the
porous stucturs of the alginate partces, resulting in a more stabilized
microparticle. Consequemtdy, alginate-chitosan particles presented a
higher mean diameter particle and expansion factor.

Table 1 presents the wviable cells count before and after micro-
encapsulation of L. acidophitus La-05, and microencapsulation yield
The probistic count before encapsulation was 8.16-8.24 CFU/mL and,
after encapsulaticn, cell counts ranged between 8.08 and 8.10 CFU/mL
for the micraparticles and 7.57-7.65 CFU/mL for the freeze-dried mi-
croparticles (Table 1), Furthermore, high cell entrapping (> 90%%) was
achieved. The high microencapsuladcn yield shows that the micro-
encapsulation process was appropriate, and the alginate and chitosan
were compadhble. In addiden, the probistdc counts suggest that the

Table 1
Wiable wells count before and after microencapsulation of L. acidephilus La-05
and mitmencapaaation yield,

Micraparticle Wiable cell counts (log CFU/mL) Microencapan lation
type Weld (95)
Initial number  Mumber of cells
of cells mitriencapiulated
Al B16 = DOF B0 * HOP o027 * £H58°
ACSM B2 = DO 816 * HOP 2033 * £15°
Fresze-dred B.23 = OO 765 £ 408" 9268 + 112
At
Fresze-dred B.24 = OO 75T £ 406" 9187 * 081°
ACSI

AN Caljumn alginate mivroparticles; ACSM: Calrdum alginate micropartides
emated of chitosan with eonentration 5 g/L a—: different superseript ktters in
the same column denote differences (p < 0.05) in the mirroencapsulation
vield in different microparticle type, aceading to the Tukey's test,

probiotde cultures did not suffer damage during the process of micro-
encapsuladon, demonsoating that external ionic gelation in alginate
technique was an adequate and feasible technology @ produce the
probiotde microcapsules (Holkem et al., 2016). The incorporation of
chitosan in the alginate coating (AC5M] did not have an effect on the
mumiber of cells microenc apsulated or in the microencapsulaticn yield
(p > 0.05).Infact, coating methods generally do not have an effect on
the probiotc wiability in the micropartcdes (Darjani, Fezhad,
Kadkhodaee, & Milani, 2018).

The freeze-drying process resulted in a reducdon < 1 log CFU/mL
in the probictdc cells. Frecze-dyving iz considered one of the main
technologies used to obtain dry probictic products, since it avoids
oxidative stress and thermal damage in cells. However, it can result in
decreases in the probiotc survival after it application (Guedes et al.,
2019). The freeze-dried microparticles presented probictc counts
higher than 7 log CFU/mL, demonstrating that the microencapsulation
by external ionic gelation technique in alginate and alginate/chitosan
was a suitable methodology, presenting high microencapsulaton yield
(= 90%).

3.2, Viahifiey of L. Actdophifus La-05 in freeze-drizd microparticles durng
storage

Table 2 presents the viability of the freeze-dried L. acidophifis La-05
during refrigerated storage. The probistc counts of the free cells de-
creased approximately 1.8, 2,89 and 3.57 log CFU/mL after 30, 60 and
120 days of refrigerated storage (Table 2). On the other hand, the mi-
croencapsulated probictic counts decreased ~ 1 log CFU/mL in freeze-
dried AM and ACSM and only after 90 days of storage (p < 0.05).
Therefore, the microencapsulation of the probictic cultare (AM or
ACSM) resulted in improved survival of the L acidophifies La-05 during
120 days of storage (p < 0.05, Table 2). These results could be related
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Tahle 2
Counts (g CFU/mL) frr microencapsalated L acidophilus La-05 freeze-dried during 120 days of refrigerated storage (7 "C).
Samples Time [days)
i 7 15
Free cells 744 £ LOES 751 = .09 668 £ BT
A 765 £ D13 T4 = BOIME 733 £ 12
A5 757 = {07 TAb & 10 688 + 02t

30 B0 50 128

5.55 + L0 487 & L04F 455 = 0.02F 187 = B.0sP
TN £ $O1 678 + (40 666 + L1p%H 650 = 811
687 £ po2® 670 £ §17T 646 + 018 627 + LS

AN Calejum alginate microparticles; ACSM: Calrjumn alginate micoparticles woated of chitesan with concentration 5 /L. a—: different superseript letters in the
samme rew denete differences (p < 0.05) between the same sample m the ditferent times during somge, areording to the Tubey's test, AT different @pital letters in
the same wlumn denote differences (p < 0.05) between the different samples in the same time during storage, acrording to the Tukey's test.

to the ability of alginate gel and chitosan coating to form a physical
barrier against stress conditions, preserving the viability of probictcs
during storage (De Frisco, Maresca, Cmgeng, % Mawiells, 2015;
Etchepare et al., 2016). In a general view, there was no protective effect
on the probictic survival of the incorporation of chitosan in the alginate
micropartcle (p > 0.05).

The minimum suggested counts for probicte products should be
over 6 log CRU/mL (Guedes et al,, 2019), In this way, freeze-dried L.
actdophthes La-05 could be considered probiotic dwing 15 days of re-
frigerated storage for the free cells and 120 days for the micro-
encapsulated cells (AM and ACSM). Therefore, microencapsulation
improved the shelf life of the freeze-dried cells in atleast 115 days. This
result is very important for the induswies that commercialize freeze-
dried probiotic cultures.

3.3, Viahifity of L. Actdophifus La-05 in freese-dried micropaticles during
EXPOSUTE 10 STESSES

Table 3 presents the viabilivy of the freeze-dried L. acidophifus La-05
during exposure to soess condidons. Freeze-dried L. actdophilies La-05
free cells decreased (p < 0.05) up to ~ 4 log CFU/mL after thermal
treatments (Table 2). As expected, the reduction in viable cells in-
creased with the inctease in the temperatare. Otherwise, L. actdophiius
La-05 in &M and ACSM decreased < 1 log CFU/mL after all tested
thermal treatments (Table 3). This is an important result because one of
the major factors that determing the use of probiote culmres in food
processing is the thermal resistance (Verruck, Dantas, & Prudencio,
2019). Free cells were not able to survive to any heat wreatment in
suitable counts (> & log CFU/mL). However, in both tested micro-
particles, the probictic maintained the suitable viability (> 6 log CFU/
ml) indicating feasibility for incorporaton in products subjected to
heat weatment. No differences (p > 0.05) were ohserved between AM
and ACSM, regardless the exposure tme of Emperamrs tested
Therefore, there was ne impact of chitosan coating on the heat re-
sistance of the probiotic culture (p > 0.05).

Freeze-dried L. acidophifus La-05 free cells decreased (p < 0.05) in
the range of 1 to 2.5 log CFU/mL after exposure to NaCl (Table 3); the
viahility decreased as the NaCl concenration increased (p < 0.05).
For L. actdophifus La-05 in AM and ACSM, decreases (p < 0.05) < 1
log CFU/mL was observed (Table 3). NaCl is an ever-present ingredient
in food manufacturing, however, in probiotic products, the added salt
comcentration may compromise the cell viability of the strain, as the
aurvival of the probictc strain in the presence of NaClis affected by the
reducton of water actvity and increase of the csmolarity (Sabikhi
et al., 2010). Free cells were able to survive in suitable counts (> 6log
CFU/mL) after exposure t5 NaCl at 10 and 15 /L but presented lower
counts (5.09-5.74 CFU/mL) at 20 g/L for 2 or 3 h. In both tested mi-
croparticles, the probictc maintained the sitable viability (> & log
CFU/mL) at all concentrations and tdmes indicating feasibility for in-
corporaticn in products added with up to 20 g/L of NaCl. No differences
(p = 0.05) were observed between AM and ACSM, regardless the
exposure time or NaCl concentraton.

Freeze-dried L. acidophifus La-05 free cells decreased (p < 0.05)in

Table 3
Counts (log (FU/mL) for microencapsalated L. acdoplilus La-05 freezeried
during exposure to different stress conditions.

Exposure to Tim# Wiable cell counts (log CFU/mL)
Sl et [1:1]
Free cells A ACSM

Temperature  Non- 771 £ G0 766 + BO1M 770 x 001
treated

TIO0 - 550 = 008 782 + 001 TAI x LO1%

850 - 456 & 00B% 745 & DO1P° 751 x LR

80 °C - 366 = 007 783 + OO4PT 7.3 + DO

Nal Han- 7B = O04% TAL + GO T4S x Gp2h
treated

16 g/L 1 735 = 801" 784 x BIPA 747 x 002™
z 702 = 061T 7l = 00 7a2 x o7
3 635 = 008 744+ GO 722 x L1

15 g/L 1 TR £ 004 732 * 008 743 + Go2®
2 680 + 008 725 + DOPEC 728 + (.01
3 620 = 006 716 * 006 714 x L00%°

20 g/L 1 699 x 0.08% 736 x 0O0PF 780 00T
2 574 + 007%™ 725 + 001 718 + H06F
3 500 = O06M T2+ 008 T16 * LB1F

pH Non- 776 + G08%  7H1 £ 061 758 x Hpe
treated

B 1 745 = 0082 743  011ME 704 x 004
2 7.22 = 008 745 * 018F 712 x LS
3 712 = 0062% 720 G11°F 713 x L2

44 1 7.3 & G02F 730 £ DO6® 723 x L0
b1 623 + 0H1F 747 + 001FF 713 0139
3 613 = G008 TAL = 411 TOB * G08Y

24 1 630 = GOTTE 658 OG04 TOB £ HO2EC
b 516 = 616% 623 = 408" 671 x H02°T
3 413 = 008 616 = 01T 647 x G017

AW Calrum alyinate micoparticles; ACSM: Calhum apnate mirropartides
mated of chitosan with conventration 5 g/L. a-h: different superseript letters in
the same row dendte differences (p < 0.05) between the viable cell counts for
the stram free cells or micoencapsulated when exposed to the same stress
wondition, acrording to the Tulkey's test. AH: different capital letters in the
same eolurm denote differences (p < 0.05) between the wiable vell counts for
the strain free cells or microencapsulated when exposed to the different stress
ndition, according to the Tukey's test,

the range of 1 @ 3.6 log CFU/mL after exposure t different pH values
(Table 3]; the viability decreased as the pH values decreaszed and the
time of exposure increased (p < 0.05). For L. acidophifus La-05 in AM
and ACSM, decreases (p < 0.05) < 1 log CFU/mL were observed
(Table ). These data show that micreencapsulaticn help probicdcs to
maintain the viability during exposure o acidic environments.

Free cells were able t survive in suitable counts (= 6 log CFU/mL)
after exposure to pH 6 and 4 but presented lower counts
(4.13-5.10 CFU/mL) at pH 2 for 2 or 3 h. In both tested microparticles,
the probictc maintained the suitable viability (> & log CFU/mL) at all
PH and tmes indicating feasibility for incorporadon in products with
very high acidity. In a general view, differences (p < 0.05) were ob-
served in probiotic survival between AM and ACSM. AtpH 6 and 4, the
incorporation of chitosan to the alginate microparticles reduced the
probictde survival (p < 0.05), meanwhile a protection (p < 0.05) was
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Tahle 4
FPhysicochemical dharacteristies of vegan milks during 7 days of refrigerated storage (7 "C).
Farameter Storage (days) Fice Milk
A ACSI
pH 8 654 £ 0.01% 654 + H41%
7 675 = BAIM 676 + B.01%
TS 8 B.3G = 0.10™ 1050 = .20
7 1117 £ 886 1203 £ 815
Lt B 6106 + 0.18%¢ 467 £ B11M
7 6199 + 039 £3.24 + 017
at 8 -158 + {030 -118 + Boe
7 —12% + {4 -1 + Bt
bt 8 260 + B05% 607 £ H08%
7 463 = f05t 673 = oM

Soybean Wilk

Free cells A ACSH Fres cells

£33 = oo™ 666 = D017 675 = O.01% 665 = 0012
631 = 401 660 = BOIM 682 = 4010 670 = (03"
150 £ 0.20% 1477 = 0.06M 1650 = 480" 743 = 006"
183 = 8118 1483 £ .05 1433 £ L0685 693 £ £12M
6653 * BT 524 £ 417 6143 + 026 6254 = 416"
8607 = DOE™ 59.57 + D14 6189 + p10™ 6268 * £14™°
—458 = 401 148 + 003" —0.24 + o2 —862 £ 4010
—B55 + {4t -076 = 008 —018 + {03 —{35 + {02™
278 £ o2 832 = B.16™ 1181 + ash 869 + D1t
320 + bo7 BAG = 005 1071 = 616% B2+ 014%

AM: Caledum alginate microparticles; ACSM: Calcum alginate microparticles cated of chitosan with mneentration 5 g/L. a—: different supersenipt letters in the
same row denote differences (p < 0.05) between the same time I the different samples during storage, aceording to the Tukey's test. A-C: different capital letters in
the same rolumn denote differences (p < 0.05) between the different times in the same sample during storage, acrording to the Tukey's test,

observed at pH 2. The results suggest that chitosan could act as pro-
tecor in very low pH medium. In fact, the stability of the algina-
te—chitosan beads is at its maximum at pH 2, acting as a buffer against
acids that penewrate into the bead, and raising the pH inside the matix
o a level which is less harmful for probictics (MNualkaekul et al., 2012).

The results of the survival of L. acidophifus La-05 in freeze-dried
microparticles during exposure to stresses suggest that micro-
encapsulatdon was a suitable methodology o increase the probiotc
resistance to heat weament, NaCl, and low pH values, resuldng in
suitahle probictc counts (= 6 log CFU/mL) even when high empera-
tres (90 °C) and Nall concemration (20 g/L), or low pH wvalues
(pH = 2] were used. This is important when considering the applica-
tion of freeze-dried probictic cultare in focd products, as heat treat-
ment, concentadons of 2% of NaCl, and low pH values are commonly
found. In products with high acidity (pH = 2), it is advisable to use
chitosan as a coating in the alginate micropartces.

3.4, Physicochemical characteristics amd probiotic svival i vegan milis
during refrizerated storage and i vitro dizestion

Table 4 presents the physicochemical characteristics of the vegan
milks during refrigerated storage. The rice milk presented pH of
531-6.76, T38 of 150-12.02 “Brix, and a whiee color
(L*=061.08-66.53; a*=-0.58- —1.59; b*=2.29-6.72), while the soy-
bean milk presented pH of 6.65-6.82, TSS of 6.93-18.50 “Brix, and a
yellow color (L*=59.41-62.60; a*=-0.10- —1.49; b*=8.21-11.91).
The soybean milk presented a higher pH value and TS5 content than the
rice milk (p < 0.05). The higher pH value can be explained by the
buffer capacity of the proteins in soybean milk (Silva, Silva, & Ribeiro,
2020). The higher T3S content is associated to the chemical composi-
ticn of the vegan milks, as soybean milk iz characterized by a higher
concentation of fat, protein and ash than rice milk (Abou-Dobara,
Lsmail, & Refaat, 2016).

Tahle 5

For both vegan milks, the incorporation of the microparticles (AM
and ACSM) resulted in higher pH and TS5 values, as well as, a darker
coloradon (Jower L* values, p < 0.05, day 1). Sodium alginate has a
white to yellow color, which can conwibute to color alterations in food
products (Holkem et al., 2016). Farthermore, both components (algi-
nate and chitasan) have basic nature and were incorporated at 20 g/L
for alginate and 5 g/L for chitosan, which resulted in increases in the
pH and T583 values. The incorporation of chitosan o the alginate mi-
croparticles (ACSM) resulted in products with the highest TSS values,
and more proncunced yellow color (higher b* values, p < 0.05). The
results suggest that the incorporadon of the probictic microparticles to
vegan milks has impact on the physicochemical characterisdes of the
products, regardless of the raw material used (rice or soybean milk).
The higher pH and T35 values observed in the vegan milks with pro-
bictc microparticles could be posidve from the consumer point of view,
as it is expected products with low acidity and dighdy sweet Fur-
thermore, the higher pH can result in a higher probiotc swvival, as
decreased probictic viability are observed in products with low pH
values (Costa et al., 2019).

During storage, the vegan milks incorporated with probiotic mi-
croparticles behaved differentdy from those with free cells (p < 0.05).
For the rice milks, the alterations observed for the products at the 1st
day of storage were intensified, i.e, there was an increase in the pH and
TS5 values and an increase in the yellow color (higher b* values) during
storage of the vegan milks incorporated with probictic microparticles
{AM and ACSM) (p < 0.05). For soy milks, in a general view, the
addidon of the alginate micropartdcles (AM) maintained the char-
acteristics during storage (pH, TS8, L* and a*) similar to the product
with free cells (p > 0.05). The incorporation of chitosan to the alginate
microparticles (ACSM) resulted in products with lower TSS values, and
lighter color (Jlower L* and b* values, p < 0.05). The decrease in the
T35 values for the ACSM in soybean milks probably is related to the
consumption of sugars by the probiotic cultures, suggestng that the

Counts (kg CAU/mL) frr mirroencapsulated L acidophiius 1a-05 freeze-dried in vegan milks during 7 days of refrigerated storage (7 "C).

Time [days) Wiable cell counts (lag (FU/ml)

Rice Milk Sopbean Milk

A ACs Free cells A ACsnl Free cells
o TAR + G068 TAZ + GOFR 753 + G040 733 0406 TAL + 0017 751 + Go4t
3 7.34 = H06% 7.33 £ H06% 666 £ 403% 7B £ 0030 761 £ Ho2™ 652 £ 408
7 EATIE Y T 719 + 407" 662 + H08™ 712 + 00E 756 + HO9 650 + Lo2E

AM: Calrjurn alginate microparticles; ACSM: Calcum alginate microparticles eoated of chitosan with mneentration 5 g/L. a—g: different superseript letters in the
same row denote differences (p < 0.05) between the same time i the different samples during storage, aceording to the Tukey's test. A-C different capital letters in
the same rolumn denote differences (p < 0.05) between the different times in the same sample during storage, acording to the Tukey's test,



L Anglica Andrade Lepes, ef al

probictic survival was improved in this matrix.

Tahble 5 presents the viability of the freeze-dried L. acidophifus La-05
during refrigerated storage when incorporated in vegan milks. Freeze-
dried L. actdophitus La-05 free cells decreased (p < 0.05) in the range
of 1 log CFU/mL during storage in vegan milks. For L. acidophilus La-05
in AM and ACSM, decreases (p < 0.05) of 0.38-0.63 and 0.21-0.24
log CFU/mL were observed for rice and soybean milks, respectively
(Table 5). Furthermore, differences (p < 0.05) were observed in
probictic survival between AM and ACSM, with a protection provided
by the chitosan coating. Therefore, the microencapsulation and the
chitosan coating improved the survival of the probictc cultures during
storage of vegan milks. In animal milks, the microencapsulation was
efficient in protecting the probiotc swains during storage (Prasana &
Charalampopoulss, 2018). The protecton provided by micropartcles
could be associated to the higher pH values of the products (Table 4), as
well as, by the physical protecton. Chitosan was able to cover the
porous beads of alginate (Fig. 2], which increased the protecdon of the
probictic culomre. To the best of our knowledge, this is the first study
assessing the swrvival of L. acidophilrs La-05 in AM or ACSM dwing
storage in vegan milks. All formulations presented suitable probiotic
counts (> 6 log CFU/mL) during refrigerated storage (7 °C for 7 days),
which is the commonly shelf life of pastewrized cow milk, suggesting
that the rice and soybean milks are important carriers for the in-
corporation of probiotic culbmures.

Tahble & presents the viability of the freeze-dried L. acidophilus La-05
during simulated gasgointestnal digesdon when incorporated in vegan
milks. During the simulated digesdon in disdlled water, the L actd-
ophitus La-05 free cells decreased ~ 3 log CFU/mL after the esophagus-
stomach and ducdenum phases. At the end of the i vitro digestdon
{ileum), counts of L. actdophifus La-05 free cells were below the limit of
detection The vegan milks mawices provided a protecdon to the pro-
bicde cells, as at the end of the 2 virp digesdon it was observed counts
of 4.201og CFU/mL inrice milk and 4.38 log CFU/mL in soybean milk.
These results are associated to the chemical compaosition and nutrients
that were present in the vegan milks but not in the distlled water and
could be used by the probiotc cultures. Furthermore, vegan milks can
contain substances with prebiotc potendal that can protect the cells
from the adverse condidons of digesdon (Kandylis, Pissaridi,
Bekatorou, Kanellakd, & Koutinas, 2016).

The microencapsulation of the L. acidophifus La-05 (ACSM and AM)
resulted in increased sarvival during the f vitro digesdon (p < 0.05).
The L acidophifus La-05 counts decreased ~ 1 log CFU/mL after the
esophagus-stomach and dusdenum phases (Table 6], At the end of the
i vitro digestion (ileum), counts were higher than 6 log CFU/mL, re-
gardless of the matrix (distilled water, rice milk or soybean milk). The
ability to tolerate digestves swesses is one of the main requirements to
the successful incorporation of probiotces in food. Before colonizing the
intestinal wact, microorganisms should swvive to pH changes and the
action of digestive enzymes that occur in the stomach and intestine
(Hill et al., 2014). Results show that microencapsulation in AM or
ACSM may improve the cell viability of probicdes incorporated in
vegan milks when exposed © gastrointestnal wact, as only the products
with micraencapsulated probictc cultures presented suitable counts
(= 6 log cfu/ml) after simulated gastrointestinal conditicns. The in-
corporation of chitosan in the alginate coadng (ACSM) did notimprove
the survival of the probictc culture to the invitre digesdon (p > 0.05).
The protectdve effect of chitosan was probably suppressed due to the
drastc conditons of the simulated gasorointestinal system.

4. Conclusion

Bicroencapsulation using alginate coating by external ionic gelation
technique proved to be a suitable technology, resulting in micro-
pardces  spherical  and  uniform withom  agglomeradon
Microencapsulated probiotc culmres could survive at suitable counts
(=6 log CFU/mL) to refrigerated storage (7 °C for 120 days), and

Cenditions used during the gmulated digestion and the msultant viable cell counts of freeze-dned miooencapsalated L ecidophilus La-05 in vegan molks.

Table &

“Hable o6l counts (og CFU/mL)

pH  Tim# [min]

Stirring (xpm)

Condition

Organ

Soybean Milk

Rige Milk

Dhstilled water

Free cells

ACSM

A

Free cells

A CEI

A

Free cells

A5

754+ BOE
.36 + 0.13F
TG + O04UE
£.15 * B4HGIC
561 + 007
558 + 0089
503 + 0.029E

4.63 = 3.657F

TS + .05
751 + .0XE
54 + 00EME
731 £ .01
H70 + 0,037
667 * 00100
652 + 0.0E
641 = 0 oohF
652 * 0.0AY

TED £ 002N IO+ 4ogh

761+ B.0ab

TE + DOOM 7R3+ B 10M

7B £ 044N

T £ O GoR

Before amulation

764 £ . 032E

733+ 017 714 + GO

7.153 + 4.05T
664 = .15T

717 £ 017F 741 + 301

TR+ 001 720+ 0167

TAE £ 001
T £ 0160

14
1%
1%
i)
i)
i)

55
4.6

130

EsophagnsStomach  Pepdin

7.58 & { HPE

&70 £ 0.119

630 + 0217 747+ ot

576 + 004T 712+ 3ot

£40 = H05%

£19 = 0047 747 2 4070

572 0017F
556 + 0.08%F

&£70 = 5.057T
£.65 + 00277

548 = H.07E

530 = 5117

3B
28
23
20
540

6.5

718 £ 605877
604 + 4 04PE

.60 = 0057

524 + 605ME 706 + 30ohT

B85 + 0027
666 + 0 060E
6.50 = 0050
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677 + 5.052T .40 = 002T

457 £ 60627 651+ postE

5.00 & (.03

445 = 50275 581 + 60877

641 = 0.02%

631 % 007 496 = 004 67X 00T

625+ O.00WF

402 + 601 645 + pogtt

627 = 3137

6,57 * 002
6.0 + 0 04

45

Fancreatin+ bile salt

Dugd enum
Ileum

438 = 0.15%

420 =010 556 + o020

6.3 + .08

nd

£33 + 00420

45

Steps 1 to 60 stages to gamulate the monditions in the esophagus - stomach; step 70 stage to gmulate the wnditions in the dusdenum step 8: stage to gomalate the conditions m the ilum. AM: Caldum alginate

mirroparticles; ACSM: Caledumn alginate microparticles coated of chitosan with concentration 5 g/L. nd: not deterted. a—h: different superseript letiers in the same row denote differences (p = 0.05) between the viable

cell counts for the strain free cells or microenapsulated when assayed in distilled water or vegan milks expogsed to the same step of the simulated digestion, aceording to the Tukey's test. A-H: different capital letters in the
same columm denote differences (p = 0.05) between the viable cell counts for the strain free cells or microencapsulated when assayed in distilled water or vepan milks and exposed to the ditferent step of the gmulated

digestion, aceording to the Tukeys test,
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exposure to thermal (up to 90 *C for 30 5, asmotic (up ® 20 g/L) and
acid (up & pH 2) stresses, as well as during refrigerated storage (7 °C for
7 days) and simulated gastrointestinal conditions when incorporated in
vegan milks (rice and soybean), which was not observed for free cells.
The udlization of chitosan coating in the alginate microparticle is re-
commended only for increasing the survival of the probiotic cultures in
vegan milks. The results of the present study are important for the food
industry as they indicate rice and soybean milks as adequate matrices
for incorporaton of microencapsulated L. actdophifis La-05.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE PASTA DE RICOTA CAPRINA COM PROBIOTICOS
MICROENCAPSULADOS

Pesquisador: LAENIA ANGELICA ANDRADE LOPES

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 19328619.7.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.617.817

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se da tese de doutorado da aluna LAENIA ANGELICA ANDRADE LOPES, do Programa de Pos-
graduacdo em Nutricdo da UFPE, sob orientacdo da profa. Dra. Thayza C. M. Stamford, cujo interesse &
desenvolver uma pasta de ricota a partir de leite de cabra, considerado um veiculo propicio para o
transporte e sobrevivéncia dos probidticos em decorréncia dos seus niveis baixos de sal, pH maior que 6,0 e
umidade elevada. Com probiéticos encapsulados por microparticulas de alginato de calcio e quitosana pode-
se preservar a viabilidade celular na matriz alimentar.

Objetivo da Pesquisa:

PRIMARIO: Desenvolver uma pasta de ricota caprina com L. acidophilus La-05 microencapsulado que seja
caracterizado quanto as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais do produto.
SECUNDARIO: Produzir microparticulas de alginato de calcio com e sem o revestimento de quitosana
contendo L. acidophilus La-05; « Liofilizar L. acidophilus La-05 livres e em microparticulas de alginato com e
sem o revestimento de quitosana; * Produzir quatro tipos de pasta de ricota caprina: pasta de ricota
adicionado de microparticulas de alginato contendo L. acidophlus La-05, pasta de ricota adicionado de
microparticulas de alginato revestido de quitosana contendo L. acidophlus La-05, pasta de ricota adicionado
de células livres liofilizadas de L. acidophlus La-05 e pasta de ricota sem adicdo de micro-organismo; ¢
Caracterizar fisico-
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quimicamente e microbiologicamente a pasta de ricota caprina contendo L. acidophilus La-05 livres e em
microparticulas de alginato com e sem o revestimento de quitosana; « Avaliar sensorialmente a pasta de
ricota de cabra contendo L. acidophilus La-05 livres e em microparticulas de alginato com e sem o
revestimento de quitosana.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS - Desconforto sensorial ao degustar o produto pela falta de habito de consumir queijo caprino.
Individuos que sejam intolerantes a lactose ou alérgicos a proteina do leite ndao poderdo participar da
pesquisa. Procedimentos seguros para manipulacdo e armazenamento dos mesmos, seguindo Manual de
Boas Praticas para servicos de Alimentac@o minimizarao os riscos inerentes a contaminag@o da pasta de
ricota.

BENEFICIOS: Dentre os beneficios diretos aos participantes, ter-se-a a contribuigdo para melhor aporte de
proteinas, compostos bioativos e bactéria probiética que pode oferecer beneficios ao organismo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

1.1 Producdo das microparticulas: A cultura de L. acidophilus La-05 foi obtida na forma liofilizada da Chr.
Hansen A/S (Denmark). A microencapsulacdo de L. acidophilus La-05 em alginato sera realizada pela
técnica de gefificacdo idnica externa através de um encapsulador. 1.2 Fabricacdo da pasta de ricota caprina:
Serdo formulados quatro tipos de pasta de ricota caprina: pasta de ricota adicionado de microparticulas de
alginato contendo L. acidophilus La-05, pasta de ricota adicionado de microparticulas de alginato revestido
de quitosana contendo L. acidophilus La-05, pasta de ricota adicionado de células livres liofilizadas de L.
acidophilus La-05 e pasta de ricota sem adicdo de micro-organismo. As amostras de pasta de ricota caprina
irdo ser avaliadas nos dias 1°, 7° e 14° de sua fabricacdo em duas repeticdes, e em triplicatas. 1.3 Analises
fisico-quimica: As amostras de pasta de ricota caprina serdo submetidas aos ensaios para determinacdo de:
pH, acidez, umidade, proteinas, cinzas, lipideos e acucar redutor em lactose, cujas analises serdo
realizadas segundo metodologias da Association of Official Analytical Chemistis (AOAC) (2005). 1.4
Avaliacao microbiolégica: as amostras de pasta de ricota caprina serdo submetidos as analises
microbiolégicas preconizadas pela legislacdo vigente RDC N° 12, de 2 de Janeiro de 2001 (BRASIL, 2001)
destinadas aos queijos de alta umidade que fazem parte do grupo de alimentos n° 8 (leite de bovinos e de
outros mamiferos e derivados). Serdo realizadas analises de Listeria monocytogenes, Coliformes a 45°C,
Estafilococus coagulase positiva e Salmonella sp, segundo metodologias da American Public Health
Association (APHA) (2001). 1.5 Analise Sensorial: somente
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serdao submetidos a este teste os queijos cujas analises microbiolégicas indicaram o atendimento aos
padrées recomendados pela legislacdo especifica (BRASIL, 1996). A avaliac@o sensorial dos queijos ira ser
realizada através de teste de aceitacdao do consumidor e preferéncia entre as amostras (VILLANUEVA;
SILVA, 2009). O teste de aceitacdo do consumidor sera baseado na aparéncia, cor, textura, sabor, aroma e
impressao global do produto, utilizando-se escala heddnica estruturada de 9 pontos (1=desgostei
muitissimo; 5=nem gostei/nem desgostei; 9=gostei muitissimo). Os queijos serdo considerados aceitos
quando obterem média5,0 (“gostei moderadamente”). Para o teste de preferéncia os provadores serdo
convidados a escolher as amostras mais e menos apreciadas. A intencdo de compra também sera avaliada
através de escala hedonica de 5 pontos (1 = jamais compraria; 2 = possivelmente ndo compraria; 3 = talvez
comprasse/talvez ndo comprasse; 4= possivelmente compraria; 5 = compraria). Os testes serdo realizados
por uma equipe de 100 provadores ndo treinados, consumidores habituais do produto, recrutados
aleatoriamente uma unica vez. Os participantes assinardo o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
As amostras serdo apresentadas individualmente, em recipientes descartaveis, devidamente codificados
com numeros aleatorios de 3 digitos a uma temperatura de 7 a 10 °C e avaliadas em cabines individuais,
sob luz branca, acompanhados com agua mineral e bolacha tipo agua e sal para remocao do sabor residual.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos obrigatérios foram apresentados e estdao adequados.

Recomendagoes:
Sem recomendacdes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sem pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto so sera dada apés o envio da Notificagdo com o Relatério Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificacdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrucdes do link “Para enviar Relatdrio Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apos apreciacdo desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario
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participante (item V.3., da Resolu¢do CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificacdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucdo, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatorios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagdo (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/08/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1399942.pdf 08:29:16
Projeto Detalhado / |Projeto_Tese_Detalhado.doc 20/08/2019 | LAENIA ANGELICA | Aceito
Brochura 00:18:56 |ANDRADE LOPES
Investigador - -

Outros Carta_de_Anuencia_2.pdf 20/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
00:09:44 | ANDRADE LOPES

TCLE / Termos de | TCLEMaiores18.doc 20/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito

Assentimento / 00:00:43 |ANDRADE LOPES

Justificativa de

Auséncia

Outros Carta_de_Anuencia_1.pdf 19/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
23:59:03 | ANDRADE LOPES

Outros Declaracao_de_matricula.pdf 19/08/2019 [LAENIA ANGELICA | Aceito
23:58:03 | ANDRADE LOPES

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 16/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
09:16:48 | ANDRADE LOPES

Outros Carta_de_Anuencia_3.pdf 15/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito

_ 23:04:18 | ANDRADE LOPES

Outros Termo_de_Confidencialidade.pdf 15/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
11:41:05 | ANDRADE LOPES

Outros Curriculo_Lattes_Laenia_Lopes.pdf 15/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
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QOutros Curriculo_Lattes_Laenia_Lopes.pdf 11:09:29 | ANDRADE LOPES Aceito
Outros Curriculo_Lattes_Thayza_Stamford.pdf | 15/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
11:07:10 | ANDRADE LOPES
Outros Curriculo_Lattes_Marciane_Magnani.pdf| 15/08/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
11:04:24 | ANDRADE LOPES
Outros TESTE_DE_ORDENACAO_PREFEREN 26/07/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
CIA docx 11:12:57 | ANDRADE LOPES
Outros TESTE_DE_ACEITACAO_E_INTENCA | 26/07/2019 |LAENIA ANGELICA | Aceito
O _DE_COMPRA.docx 11:11:43 | ANDRADE LOPES

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

RECIFE, 03 de Outubro de 2019

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador(a))
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