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RESUMO

Este trabalho visou primeiramente desenvolver uma nova bebida nao
lactea funcional em pd, através da microencapsulagdo por spray drying
de suco de maracuja adicionado do microrganismo probiotico
Bifidobacterium  animalis  subsp. lactis BB-12, empregando
maltodextrina e inulina como agentes encapsulantes. Foram obtidas trés
formulac¢des de microcapsulas, as quais foram caracterizadas com relagao
as suas propriedades morfologicas, fisico-quimicas e tecnologicas
(morfologia, tamanho de particula, densidade aparente e compactada,
propriedades de fluxo, higroscopicidade, grau de aglomeragdo e
propriedades térmicas) apds o processo de microencapsulagio; e quanto
a umidade, atividade de agua, solubilidade em agua e cor ao longo de 30
dias de armazenamento das microcapsulas a 4 e 25 °C. A eficiéncia de
encapsulagdo foi avaliada com base nas contagens de células viaveis
probidticas antes e apos o processo de microencapsulagdo por spray
drying. A viabilidade da bactéria probidtica nas microcapsulas também
foi avaliada ao longo do periodo de armazenamento em ambas as
temperaturas. Ambos o0s agentes encapsulantes empregados foram
considerados eficientes na protecdo das bifidobactérias durante o spray
drying, entretanto, o uso de inulina promoveu maior recuperacdo de
células vidveis ap6s o processo de secagem, implicando em maior
eficiéncia de encapsulagdo. O armazenamento das microcapsulas a 4 °C
resultou em uma recuperagdo das células injuriadas de Bifidobacterium
BB-12 durante o processo de spray drying, e a contagem de células
viaveis foi mantida acima de 6 log UFC g durante todo periodo de
estocagem. Durante o armazenamento a 25 °C, as microcapsulas
elaboradas com maltodextrina apresentaram perdas significativas da
viabilidade das bifidobactérias, em contraste com a amostra elaborada
somente com inulina, a qual ofereceu melhor protecdo a bactéria
encapsulada. O uso dos diferentes agentes encapsulantes afetou a
morfologia e o tamanho de particula das microcapsulas. Os indices de
Carr e Hausner indicaram que as microcapsulas apresentaram maior
compressibilidade e menor capacidade de fluirem. De maneira geral, as
microcapsulas produzidas com inulina apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas mais adequadas, tais como menores valores de umidade,
atividade de agua, e solubilidade em é4gua. Além disso, uma maior
estabilidade fisica das microcéapsulas foi alcangada com o uso da inulina,
em relagdo a higroscopicidade e ao grau de aglomeragdo das particulas,



quando submetidas a condi¢do de alta umidade relativa. Foi observado
um aumento da luminosidade e, concomitantemente, uma redu¢do do
parametro b* ao longo do armazenamento para todas as microcapsulas
em ambas as temperaturas, porém, mais acentuadamente a 25 °C,
provavelmente devido a oxidagdo dos pigmentos carotenoides. Os
resultados das andlises termogravimétricas sugeriram que ambos 0s
agentes encapsulantes conferiram estabilidade ao suco de maracuja. Em
uma segunda etapa, a viabilidade celular do microrganismo probiotico foi
monitorada nas trés diferentes formula¢cdes de suco de maracuja
probidtico microencapsulado durante 30 dias de armazenamento a 4 °C,
empregando métodos independentes de cultivo. Um ensaio de PCR
quantitativa (qPCR) associada a monoazida de propidio (PMA-qPCR) foi
desenvolvido para quantificacdo de células viaveis de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12 nas amostras de suco em p6. As células
viaveis foram quantificadas usando os ensaios qPCR e PMA-qPCR, e
também através do método tradicional de cultivo em placas com meio
seletivo. Os valores obtidos pela contagem em placas foram semelhantes
aos valores de UFC/g obtidos por PMA-qPCR para todas as amostras, os
quais mantiveram-se estaveis e acima de 8 log UFC g'! durante o periodo
de armazenamento avaliado. Estes resultados demonstraram que a técnica
de PMA-qPCR ¢ uma abordagem promissora, rapida e eficiente para
quantificacdo de células vidveis de B. lactis BB-12 em matrizes
complexas como as microcapsulas de sucos de maracuja quando
comparada com métodos dependentes de cultura.

Palavras-chave: Bebida funcional ndo lactea. Maracuja. Probidtico.
Microencapsulagéo. Prebiotico. PMA-qPCR.



ABSTRACT

This study primarily aimed to develop a new functional non-dairy
powdered beverage, through the microencapsulation by spray drying of
passion fruit juice added with the probiotic microorganism
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, using maltodextrin and
inulin as encapsulating agents. Three microcapsules formulations were
obtained, which were characterized in terms of their morphological,
physicochemical and technological properties (morphology, particle size,
bulk and tapped densities, flow properties, hygroscopicity, degree of
caking and thermogravimetric properties) after microencapsulation
process; and in relation to moisture content, water activity, water
solubility and color throughout 30 days of storage at 4 and 25 °C. The
encapsulation efficiency was evaluated based on probiotic viable cell
counts before and after the microencapsulation by spray drying. The
viability of the probiotic bacteria in the microcapsules was also evaluated
during the storage period at both temperatures. Both encapsulating agents
were considered efficient in the protection of bifidobacteria during spray
drying, however, the use of inulin promoted a better recovery of viable
cells after the drying process, implying in greater encapsulation
efficiency. The storage of the microcapsules at 4 °C resulted in a recovery
of injured Bifidobacterium BB-12 cells during the spray drying process,
and the viable cell counts were maintained above 6 log CFU g! over the
entire storage period. During the storage at 25 °C, microcapsules made
with maltodextrin showed significant losses of bifidobacteria’s viability,
in contrast with the sample made only with inulin, which offered better
protection to the encapsulated bacteria. The use of different encapsulating
agents affected the morphology and particle size of the microcapsules.
Carr and Hausner indexes indicated that the microcapsules obtained in
this study presented higher cohesion and compressibility, with poor
ability to flow freely. In general, microcapsules produced with inulin
presented more adequate physicochemical characteristics, such as lower
values for moisture content, water activity and water solubility. In
addition, greater physical stability of the microcapsules was achieved by
the use of inulin, in relation to the hygroscopicity and the degree of
caking, when samples were submitted to a high relative humidity
condition. An increase in luminosity was observed and, concurrently, a
reduction of the parameter b* throughout the storage for all microcapsules
at both temperatures, but more markedly at 25 °C, probably due to



carotenoid oxidation. The results of thermogravimetric analyses
suggested that both encapsulating agents conferred greater stability to
passion fruit juice. In a second stage, the cell viability of the probiotic
microorganism was monitored in the three different formulations of
microencapsulated probiotic passion fruit juice during 30 days of storage
at 4 °C, by using culture-independent methods. A quantitative PCR assay
(qPCR) coupled with propidium monoazide (PMA-qPCR) was developed
for quantification of viable cells of Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12 in the powdered juice samples. Viable cells were quantified using
the gPCR and PMA-qPCR assays, also through the traditional plate count
method with selective medium. The values obtained by plate count were
similar to the CFU g! values obtained by PMA-qPCR, for all samples,
which remained stable and above 8 log CFU g ! during the evaluated
storage period. These results demonstrated that PMA-qPCR technique is
a promising, rapid and efficient approach for quantifying viable B. lactis
BB-12 cells in complex matrices such as passion fruit juice
microcapsules, compared with culture-dependent methods.

Keywords: Non-dairy functional beverage. Passion fruit. Probiotic.
Microencapsulation. Prebiotic. PMA-qPCR.
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INTRODUCAO

O uso de alimentos para melhorar a satide, além da fung¢do primaria
de fornecer nutrientes para satisfazer as necessidades metabolicas, ¢ uma
pratica cada vez mais difundida na sociedade nas ultimas décadas. Neste
contexto, inumeras pesquisas vém sendo realizadas para o
desenvolvimento de alimentos com propriedades funcionais, tais como os
probidticos (MOUMITA et al, 2018). Culturas probiodticas sdo
comumente conhecidas por sua capacidade de auxiliarem na manutengéo
do equilibrio e composi¢do da microbiota intestinal (HILL et al., 2014),
embora varios outros beneficios ja tenham sido relatados na literatura,
como efeitos anticarcinogénicos e antimutagénicos, reducdo dos niveis de
colesterol plasmatico, diminui¢do dos sintomas de intolerancia a lactose
e estimulo da resposta imune (TRIPATHI; GIRI, 2014).

As bifidobactérias sdo consideradas um dos grupos mais
importantes de bactérias probidticas, e diversas espécies desse género tém
sido incorporadas na produgdo de alimentos funcionais, majoritariamente
em derivados lacteos fermentados, como queijos e iogurtes
(PRASANNA; GRANDISON; CHARALAMPOPOULOS, 2014). No
entanto, matrizes alimentares ndo lacteas tém sido estudadas como
potenciais carreadores para estes microrganismos, considerando a alta
prevaléncia de problemas como intolerancia a lactose, alergia as proteinas
do leite e hipercolesterolemia na populagdo, além de dietas restritivas ao
consumo de produtos de origem animal (GRANATO et al., 2019). Dentro
deste contexto, os sucos de frutas podem representar um veiculo
promissor para incorpora¢do destes microrganismos, uma vez que s3o
produtos ricos em vitaminas, minerais € compostos antioxidantes e,
portanto, possuem um forte apelo saudavel (KANDYLIS et al., 2016).

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis flavicarpa), nativo da
América tropical, é considerado uma boa fonte de vitaminas,
principalmente A e C, minerais e compostos antioxidantes, além de
desempenhar um papel importante na economia do agronegocio
brasileiro, ja que o pais ¢ o maior produtor e consumidor de maracuja do
mundo (IBGE, 2017). Considerando esses fatores, o suco de maracuja
apresenta potencial para ser empregado como carreador para
microrganismos probioticos.

Entretanto, alguns fatores tornam a adi¢do de probidticos em sucos
de frutas mais complexa em relagdo a formulagao de produtos lacteos para
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a mesma finalidade. Os principais desafios enfrentados neste caso se
devem as caracteristicas intrinsecas desses produtos, como alta
concentracdo de acidos organicos e condi¢des de baixo pH, consideradas
desfavoraveis para a manutencdo da viabilidade destes microrganismos
(MARTINS et al., 2013). No entanto, para que exercam seus efeitos
benéficos a saude, os probidticos devem permanecer viaveis e em
quantidades adequadas no alimento durante sua fabricagdo e ao longo de
sua vida util, até o momento do consumo (SAAD et al., 2013).

Neste contexto, métodos de microencapsulagdo tém sido
empregados com a finalidade de proteger os probioticos contra condi¢des
adversas a que sao expostos, melhorando sua sobrevivéncia. A técnica de
spray drying ¢ a mais utilizada para a microencapsulagdo de componentes
bioativos, incluindo probiéticos, apresentando como vantagens principais
a facilidade de operagdo, custo relativamente baixo e as altas taxas de
producdo (CELLI; GHANEM; BROOKS, 2015). Os sucos de frutas sdo
considerados produtos pereciveis, com alta atividade de 4gua. Sendo
assim, a aplicago da técnica de spray drying para o desenvolvimento de
sucos de frutas probidticos em p6 € uma alternativa promissora para a
industria de alimentos, a qual permite a conversdo dos mesmos em
produtos em pd com aplicagdes diversas e facilidade de consumo, mais
estaveis, com reduzido volume e, consequentemente, mais faceis de
transportar e armazenar (SHISHIR; CHEN, 2017).

Com relagdo aos biopolimeros aplicados como agentes
encapsulantes, as maltodextrinas tém sido amplamente utilizadas para a
microencapsulacdo de culturas probioticas por spray drying, devido ao
seu baixo custo e eficacia (BARBOSA et al., 2015). Com o intuito de
aumentar a prote¢do das culturas probidticas microencapsuladas,
polissacarideos com propriedades prebiodticas, tais como a inulina,
também tém sido aplicados com sucesso como agentes encapsulantes para
essa finalidade (FRITZEN-FREIRE et al., 2012; AVILA-REYES et al.,
2014; PINTO et al., 2015).

No entanto, as altas temperaturas de processo de
microencapsulagdo e o baixo teor de umidade nos produtos resultantes,
sdo condigdes estressantes que podem levar a uma diminuicdo na
sobrevivéncia das culturas probiodticas durante a secagem e posterior
armazenamento (MARTIN et al., 2015). Dessa forma, considerando que
a manutengdo da viabilidade das culturas probiodticas em um produto ¢é de
suma importancia para garantir sua funcionalidade, o seu monitoramento
ao longo da estocagem do produto torna-se essencial (CORONA-
HERNANDEZ et al., 2013).
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A viabilidade probidtica ¢ geralmente monitorada através de
métodos tradicionais, baseados em plaqueamento em meios de cultura.
No entanto, técnicas dependentes de cultivo apresentam certas limitagdes,
como o tempo necessario para obtengdo de resultados, além da
possibilidade de subestimarem as contagens de células vidveis, devido a
existéncia de células em estado viavel ndo cultivavel (VNC) nas amostras,
as quais estdo viaveis, porém, sdo incapazes de crescerem em meios de
cultura (DAVIS, 2014).

Me¢étodos moleculares independentes de cultivo tém sido propostos
como alternativa aos métodos baseados na microbiologia cldssica. A
técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) quantitativa (qPCR)
tem sido amplamente utilizada para quantificacdo rapida e especifica de
diferentes microrganismos probidticos em matrizes diversas
(ACHILLEOS; BERTHIER, 2013; ILHA et al., 2016; LAWLEY et al.,
2018). No entanto, sua principal limitacdo se deve a incapacidade de
diferenciacdo entre células vidveis e ndo viaveis, ou que estejam em
estado VNC, visto que na qPCR o DNA total pode ser amplificado,
mesmo apds a morte celular (FITTIPALDI; NOCKER; CODONY,
2012).

Nesse sentido, ensaios de qPCR associados ao tratamento com
corantes intercalantes de DNA, como o monoazida de propidio (PMA),
tém sido propostos para deteccdo e quantificagdo de células viaveis de
microrganismos probidticos em diferentes matrizes alimentares,
sobretudo em produtos lacteos (GARCIA-CAYUELA et al., 2009;
VILLARREAL et al., 2013; MATIAS et al., 2016; SCARIOT et al,,
2018). A técnica de monoazida de propidio acoplado a PCR quantitativa
(PMA-gPCR) permite a detecgdo de células vidveis de microrganismos,
com base na integridade da membrana celular, visto que o PMA penetra
somente em células cujas membranas estdo danificadas, e se intercala
com o DNA. Apos exposicao a luz visivel, o PMA se liga covalentemente
ao DNA, modificando-o irreversivelmente, o qual ndo pode ser
amplificado por PCR. Consequentemente, através deste método, o DNA
das células cujas membranas estdo intactas é detectado seletivamente
(ELIZAQUIVEL; AZNAR; SANCHEZ, 2013).

Até o momento, ndo havia estudos envolvendo o desenvolvimento
e caracterizacdo de microcapsulas de suco de maracuja adicionado do
microrganismo probiotico Bifidobacterium BB-12 produzidas por spray
drying com diferentes agentes encapsulantes, bem como o
desenvolvimento e aplicagdo da técnica de PMA-qPCR para a
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quantificacdo de células vidveis de Bifidobacterium BB-12
microencapsulado por spray drying em uma matriz ndo lactea.

A fim de abordar todos os aspectos supracitados, este trabalho esta
estruturado em capitulos, sendo o primeiro referente a revisdo
bibliografica e os demais referentes aos resultados da pesquisa
experimental, os quais foram elaborados no formato de artigos cientificos.

No Capitulo 1, de revisdo bibliografica, sdo abordados os
principais temas envolvidos no desenvolvimento do trabalho: maracuja e
produtos derivados, sucos de frutas, alimentos funcionais e probioticos,
técnicas de microencapsulagdo, agentes encapsulantes, prebidticos,
caracterizagdo das microcapsulas obtidas por spray drying e técnicas
moleculares para quantificagdo de bactérias probidticas em matrizes
alimentares.

O Capitulo 2 apresenta o estudo do desenvolvimento de um novo
produto nao lacteo funcional em pd, através da microencapsulacdo por
spray drying do suco de maracuja adicionado de cultura probiotica
Bifidobacterium BB-12. Neste estudo, diferentes agentes encapsulantes
foram utilizados, entre eles um prebidtico, sendo realizada a
caracterizagdo dos pos obtidos quanto as suas propriedades fisico-
quimicas e tecnoldgicas, além da avaliagdo da estabilidade do produto e
da viabilidade do microrganismo probidtico em diferentes condi¢cdes de
armazenamento.

O Capitulo 3 apresenta o estudo do desenvolvimento e aplicagao
de um ensaio de PCR quantitativa associada a monoazida de propidio
(PMA-gPCR), como uma ferramenta para monitorar a viabilidade celular
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis em um produto probidtico ndo
lacteo em p6d durante o armazenamento refrigerado. Os resultados deste
estudo derivam de uma importante colaboragdo com o grupo de pesquisa
de Biologia Molecular ¢ Alimentos — CAL/UFSC. Cabe ressaltar que a
escolha da temperatura de 4 °C utilizada para armazenamento das
microcapsulas avaliadas no Capitulo 3, foi realizada de acordo com os
resultados obtidos no Capitulo 2.

O artigo publicado em revista indexada (Anexo A) e os demais
comprovantes dos trabalhos parciais publicados em eventos cientificos da
area de Ciéncia dos Alimentos (Anexos B-E) estdo apresentados em
anexo.
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CAPITULO 1 — Revisio Bibliografica
1.1 Maracuja

Maracuja ¢ a denominagdo dada ao fruto de varias espécies do
género Passiflora, pertencente a familia Passifloraceae, originaria da
América Tropical. Inseridas neste género, existem cerca de 530 espécies
de maracujazeiros distribuidas em regides tropicais e subtropicais no
mundo, sendo 140 espécies nativas do Brasil; porém destas, somente
cerca de 60 produzem frutos comestiveis (SCHOTSMANS; FISCHER;
YAHIA, 2011). Embora o género Passiflora agrupe diversas espécies que
produzem frutos, poucas apresentam importancia comercial, destacando-
se o maracujazeiro-doce (Passiflora alata), o maracujazeiro-amarelo
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) e o maracujazeiro-roxo (Passiflora
edulis Sims) (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004). Dentre estas, o
maracujazeiro-amarelo, também conhecido como maracujazeiro-azedo, é
0 mais importante e corresponde a mais de 95% dos pomares e do volume
de frutos comercializado no Brasil, sendo cultivado em todo o territério
nacional em fun¢do da qualidade de seus frutos, produtividade e
rendimento em suco (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).

O maracujazeiro ¢ uma planta trepadeira herbacea, possui gavinhas
e apresenta crescimento rapido e continuo. Os frutos do maracujazeiro-
amarelo sdo do tipo baga, com formato variando entre globoso e ovoide,
com didmetro médio variando entre 8 ¢ 10 cm, e apresentam epicarpo
duro e liso, de coloragdo amarela ou verde no estagio de maturacio
(Figura 1.1). No interior dos frutos, ha uma cavidade que abriga a polpa
gelatinosa de coloragdo amarela, que possui aroma intenso e sabor doce-
4cido, que envolve cerca de 200 sementes ovais pretas (LOPEZ-
VARGAS et al., 2013).
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Figura 1.1: Fruto do maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa)

\ g

Fonte: Acervo do autor

O maracuja vem se destacando na fruticultura tropical como um
importante produto do agronegdcio brasileiro, sendo explorado
comercialmente por pequenas, médias e grandes empresas. Na cadeia
produtiva, a cultura é considerada uma alternativa agricola interessante
para pequenas propriedades, por oferecer retorno econdmico rapido,
sendo uma importante fonte de geracdo de emprego e renda,
principalmente para a agricultura familiar (MELETTI, 2011).

O Brasil ocupa lugar de destaque como maior produtor e
consumidor mundial do fruto, cuja producdo no ano de 2017
correspondeu a 554 mil toneladas, representando cerca de 60% do
maracuja produzido mundialmente, com uma area plantada de 41 mil
hectares, destacando-se os estados da Bahia, com 31% da produgéo
nacional, seguido do Ceara (17%), Santa Catarina (8%), Sdo Paulo e Rio
Grande do Norte (5%) (IBGE, 2017).

A regido sul do Brasil apresenta certa restricdo ao cultivo do
maracujazeiro, principalmente devido as caracteristicas climaticas
pertinentes a regido, com inverno bem definido, com baixas temperaturas,
chuvas irregulares e mal distribuidas, baixo fotoperiodo, além da
incidéncia de geadas em algumas regides, fatores estes que podem levar
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a baixa produtividade (WEBER, 2013). No entanto, na contrapartida
deste cenario, o estado de Santa Catarina desponta como o terceiro maior
produtor de maracuja do pais, com produgéo de 47 mil toneladas em 2017,
com rendimento médio de 21 toneladas por hectare, acima da média
nacional (IBGE, 2017).

O maracujazeiro-amarelo ¢ uma das cinco frutiferas mais
cultivadas no Estado nos ultimos cinco anos. Na safra 2016/2017 foram
cultivados 2.276 hectares por mais de 1000 familias de agricultores, cujo
valor bruto da produgdo foi superior a R$ 34 milhodes, voltado
principalmente para o mercado de frutas frescas (in natura). A produgéo
de maracuja em Santa Catarina concentra-se na regido Sul do Estado, que
compreende mais de 90% da produg¢ao catarinense. Os municipios de Sao
Jodo do Sul e Sombrio estdo entre os dez maiores produtores do Brasil,
sendo os unicos fora da regido Nordeste do pais (IBGE, 2017; EPAGRI-
CEPA, 2018).

Em relacgdo ao destino da producdo de maracuja amarelo no Brasil,
houve uma grande mudanga neste panorama ao longo das ultimas
décadas, uma vez, que até o final da década de 1990 cerca de 30% da
producdo era destinada ao mercado ‘in natura’ e 70% seguiam para a
industria de sucos. Nos tltimos anos houve uma inversdo desta
distribui¢do e mais de 60% da produgdo ¢ destinada ao consumo de frutas
frescas ‘in natura’, sendo o restante destinado as agroindustrias de
processamento, onde o suco concentrado € o principal produto derivado
(VIANNA-SILVA et al., 2008; MELETTI, 2011).

1.1.1 Suco de maracuja

Conforme o Regulamento Técnico para Fixacdo dos Padrdes de
Identidade e Qualidade de Suco e Polpa de Fruta, aprovado pela Instrucao
Normativa/MAPA n° 49, de 26 de setembro de 2018, suco de maracuja,
¢ a bebida ndo fermentada destinada ao consumo, obtida da parte
comestivel da fruta madura e sa (Passiflora spp.), por meio de
processamento tecnologico adequado e submetida a tratamento que
assegure a sua apresentagdo e conservagao até o momento do consumo.
Este regulamento estabelece os requisitos fisico-quimicos de composi¢ao
para o suco de maracuja, que deve apresentar valores minimos de sélidos
soluveis totais a 20 °C correspondente a 11 °Brix, além de concentracdo
de acucares totais de no maximo 18 g/100 gramas. Em relagdo a acidez
total, expressa em 4cido citrico, o suco deve apresentar valores minimos
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de 2,5 gramas de acido citrico/100 gramas de produto e valor minimo de
pH igual a 2,7 (BRASIL, 2018).

A composicdo do suco de maracujia amarelo é dada tanto pela
variedade, quanto pelas condi¢des de cultivo, sendo composto, em média,
por cerca de 85% de agua, 14% de carboidratos, 0,67% de proteinas,
0,18% de lipideos e 0,2% de fibras alimentares totais (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2012). E caracterizado por ser um produto bastante acido, com
pH variando entre 2,6 a 3,4, ¢ a presenga de acidos organicos confere ao
suco aroma e sabor caracteristicos, sendo o acido citrico predominante,
seguido pelo acido malico, e em menores proporgdes os acidos latico,
maldnico, succinico e mucico. Em relagdo a composicao de agucares, os
majoritarios sdo glicose, sacarose e frutose, presentes em concentragdes
aproximadas de 38%, 32% e 29%, respectivamente. E rico em vitaminas
A, C e do complexo B, sendo também uma boa fonte de B-caroteno, além
de conter quantidades significativas de minerais, principalmente potassio,
fosforo, magnésio, célcio e ferro (CABRAL,; JUNIOR; MATTA, 2010).
A coloragdo do suco varia de amarelo ao alaranjado, e se deve a diferentes
pigmentos carotenoides, principalmente (-caroteno, [-caroteno, p-
criptoxantina e  prolicopeno (MERCADANTE; BRITTON;
RODRIGUEZ-AMAYA, 1998).

Entre os sucos de frutas tropicais, o de maracuja tem grande
aceitacdo pelos consumidores, impulsionando a demanda do mercado
interno, mas também consolidando o Brasil como um dos principais
exportadores do suco dessa fruta, na forma de suco concentrado,
principalmente para paises como Estados Unidos, Holanda, Reino Unido,
Portugal e Uruguai (EMBRAPA, 2017).

A alta perecibilidade é o principal problema que desafia a producdo
e comercializacdo de frutas, visto que a rapida deterioragcdo pos-colheita
resulta em grande volume de descarte. Sendo assim, bebidas a base de
frutas sdo elaboradas principalmente em fung¢éo da facilidade de consumo
e com o intuito de prolongar a conservagao destes produtos, além de
superar as questdes relativas a sazonalidade (BORRMANN et al., 2013).
Neste contexto, considerando as atuais demandas por alimentos nutritivos
e de preparo rapido, a desidratagdo de sucos de frutas destaca-se como
uma abordagem de grande potencial econdmico em relagdo a contraparte
liquida, além de ser uma alternativa em substituicdo aos similares
artificiais existentes no mercado (SHISHIR; CHEN, 2017).

Os sucos desidratados em pd vém aumentando seu espago no
mercado, pois apresentam pouca umidade residual e baixa atividade de
agua, o que dificulta o crescimento de microrganismos e a ocorréncia de
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reacdes fisico-quimicas responsaveis por sua deterioragdo, aumentando,
assim, sua estabilidade e vida util. Outras vantagens relacionadas a
produgdo de alimentos em pod sdo a redugdo de custos referentes a
embalagem, transporte, manuseio, armazenamento e conservagio,
agregacdo de valor as matérias primas vegetais, além de facilitar
formulag¢des e abertura de novas possibilidades de uso (SOUZA et al.,
2015).

Outra tendéncia inovadora relacionada ao mercado de sucos ¢ a
incorporagdo de culturas probioticas, de forma a atender a busca crescente
pelo desenvolvimento de bebidas funcionais inovadoras. Em relagdo ao
suco de maracuja, até o momento, poucos estudos envolveram a aplica¢ao
de culturas probidticas a essa matriz. Recentemente, Farias, Soares e
Gouveia (2016) avaliaram o potencial da incorporacdo de Lactobacillus
rhamnosus ATCC 7469 em suco de maracuja do Cerrado, obtendo
resultados promissores. Dessa forma, hd a necessidade de
desenvolvimento de estudos para ampliar a exploracdo dessas matrizes
neste sentido, o qual sera discutido posteriormente de forma detalhada.

1.2 Alimentos funcionais e probidticos

Nos ultimos anos, os consumidores tém percebido os alimentos
ndo s6 como veiculos para obtencdo de nutrientes essenciais para o
desenvolvimento das fungdes do organismo, mas também como uma via
de promoc¢do de satide e bem-estar, tendo em vista a alta incidéncia de
doengas cronico-degenerativas entre a populacdo (MITSUOKA, 2014).
Desta forma, inumeras pesquisas vém sendo realizadas para o
desenvolvimento de alimentos com propriedades funcionais.

O conceito de alimentos funcionais foi definido e utilizado pela
primeira vez na década de 1980, no Japao, e ganhou status legal em 1991
através da implementagdo do programa FOSHU (Food for Specified
Health Use), “Alimentos para Uso Especifico de Satude”, como
consequéncia de estudos que buscavam desenvolver alimentos que
reduzissem os gastos com saude publica através da melhora da saude
geral e redugdo do risco ou evolugdo de doengas (PRADO et al., 2008;
GRANATO et al., 2010).

A legislagdo brasileira define como propriedade funcional aquela
relativa & funcdo metabdlica ou fisiolégica que o nutriente ou ndo
nutriente exerce no crescimento, desenvolvimento, manutengao ¢ demais
fungdes normais do organismo humano. Sendo assim, alimentos ou
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ingredientes com alegagdes de propriedades funcionais sdo produtos que
contém além dos nutrientes basicos, compostos biologicamente ativos,
que contribuem para a melhora e/ou manutengio da satde, devendo ser
seguros para consumo e apresentar comprovacao cientifica de seus efeitos
no organismo (BRASIL, 1999).

Avangos nos estudos sobre a microbiota intestinal humana sdo um
dos principais fatores para o crescimento do interesse sobre o papel
funcional dos alimentos, uma vez que diversos estudos mostraram que a
composi¢do da microbiota esta intimamente ligada a diversas fungdes
essenciais para a saude humana, e seu desequilibrio, conhecido por
disbiose, leva a inimeras condigdes patologicas (PRINCIPI et al., 2018).

Inseridos na classificacdo de alimentos funcionais estdo aqueles
adicionados de culturas probidticas. A palavra probidtico tem origem
grega, e significa "para a vida". Ha mais de um século, em 1908, Elie
Metchnikoff, cientista russo laureado com o prémio Nobel, propds que a
ingestdo de alimentos fermentados, particularmente bactérias acido
lacticas, ofereciam beneficios a sauide humana e poderiam retardar a
deterioragdo da saude durante o envelhecimento, promovendo assim a
longevidade (KLEEREBEZEM et al., 2019). Este foi o inicio do conceito
de probidtico, e desde as descobertas originais de Metchnikoff, varios
estudos foram desenvolvidos com o objetivo de verificar o impacto
positivo das cepas probioticas no estado de satide de individuos.

Uma equipe de especialistas da Associagdo Cientifica
Internacional para Probidticos e Prebiodticos (ISAPP) se reuniu em 2013
para estabelecer um consenso sobre o escopo e uso apropriado do termo
“probiodtico”. De acordo com este ultimo, a definicdo proposta pela
Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO/
OMS) em 2001 foi mantida e refor¢ada, a qual define probidticos como
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro (HILL et al., 2014).

Os principais beneficios a satde, atribuidos ao consumo de
produtos contendo bactérias probidticas, estdo associados a modulagdo da
microbiota intestinal, através do aumento da motilidade intestinal, da
maior resisténcia a colonizagdo por patdgenos através de mecanismos
antagonicos e do aumento na concentragdo de microrganismos benéficos,
com a melhoria das fungdes da barreira intestinal (KHALESI et al., 2018).
O beneficio geral de promover um trato digestivo saudavel é reforgado
por evidéncias reunidas em um grande numero de estudos clinicos e meta-
analises com diferentes cepas probidticas representando as espécies
comumente estudadas, frente & uma diversidade de condigdes clinicas,
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tais como diarreia infecciosa, diarreia associada a antibidticos, sindrome
do intestino irritavel e colite ulcerativa (RITCHIE; ROMANUK, 2012;
GOLDENBERG et al., 2013; HILL et al., 2014; PRINCIPI et al., 2018).

Outros efeitos benéficos relacionados a ingestdo de probidticos sdo
relatados na literatura, incluindo o alivio de sintomas de intolerancia a
lactose, redugdo dos niveis séricos de colesterol e melhora do perfil
lipidico do sangue (GUO et al., 2011; SUN; BUYS, 2015), reducao da
pressao arterial (KHALESI et al., 2014), melhora da tolerancia a glicose
e controle de diabetes (SUN; BUYS, 2016; NIKBAKHT et al., 2018), e
estimulo benéfico da resposta imune (YAN; POLK, 2011). Entretanto, é
necessario salientar que os efeitos benéficos atribuidos aos probidticos
sdo especificos de cada cepa, e ndo existe uma Unica cepa capaz de
proporcionar simultaneamente todos os beneficios citados (WATSON;
PREEDY, 2015).

Cremon et al. (2018) afirmaram, que embora cada uma das
alegagdes funcionais mencionadas seja baseada em evidéncias, os
mecanismos exatos pelos quais os probidticos exercem suas agdes
benéficas no organismo humano ainda ndo foram completamente
elucidados, embora alguns processos tenham sido sugeridos, que podem
atuar de forma isolada ou conjuntamente. De acordo com Saad et al.
(2013), a propriedade de inibi¢do da colonizagdo do intestino humano por
microrganismos patogénicos parece ser a caracteristica mais importante
para o desenvolvimento de produtos probidticos eficazes, e ocorre através
de mecanismos diversos, que incluem a competig@o por sitios de adesdo
e nutrientes, producdo de substincias antimicrobianas, além de
modificagdes nas condi¢cdes do meio, como a acidificacdo do ambiente.
Dessa forma, o principio da exclusdo competitiva se alinha a necessidade
de administracdo de forma continua e em grandes quantidades dos
probidticos para que estes possam manifestar tais efeitos benéficos.

A selecdo de microrganismos probidticos para aplicacdo em
alimentos deve seguir alguns critérios importantes. Primeiramente, ¢
necessario que 0s microrganismos pertencam a microbiota intestinal
humana, tendo em vista que estes adaptam-se melhor a ambientes
semelhantes ao qual foram isolados inicialmente. Além disso, ¢ de suma
importancia que o microrganismo seja reconhecido como seguro para
consumo humano (GRAS - Generally Recognized As Safe). Ademais,
estes devem sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal, isto €,
apresentar resisténcia ao pH baixo e a presenca de enzimas e sais biliares.
Outro critério importante € a capacidade de aderir 8 mucosa e de colonizar



38

o trato gastrintestinal humano, sendo desejavel também que o
microrganismo produza substincias antimicrobianas, apresente-se
metabolicamente ativo no intestino e atue antagonicamente em relagéo as
bactérias patogénicas (YADAV; SHUKLA, 2017).

Além destes fatores, em relagdo aos processos tecnoldgicos, €
fundamental que o microrganismo escolhido possa ser cultivado em
escala industrial, com a habilidade de sobreviver ¢ manter-se viavel
durante as etapas de processamento do alimento no qual sera aplicado e
durante todo o periodo de validade do produto, em contagens de células
viaveis iguais ou superiores a 6 log UFC/ mL ou grama (TRIPATHI;
GIRI, 2014).

Entretanto, para que os efeitos benéficos sejam alcangados, as
culturas probidticas devem ser ingeridas regularmente e em quantidade
suficiente para que mantenham seu efeito sobre a microbiota intestinal,
sendo recomendavel a ingestdo minima diaria entre 10% e 10° células
viaveis, que pode ser obtida com o consumo de no minimo 100 gramas
de um produto contendo entre 10 e 107 células vidveis por grama (HILL
etal., 2014).

Bactérias  pertencentes aos  géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium sao relatadas pela literatura como as mais empregadas
em produtos alimenticios (KANDYLIS et al., 2016). Em relagdo as
espécies e cepas do género Bifidobacterium, estas sao classificadas como
bastonetes gram-positivos, ndo formadores de esporos, sem motilidade e
anaerobios estritos, porém, algumas cepas possuem diferentes graus de
tolerdncia ao oxigénio. Quanto a morfologia, as bifidobactérias
apresentam polimorfismo, podendo se apresentar como bastonetes
curvados ou bifurcados em forma de “Y” ou “V”, embora essa
caracteristica seja varidvel de acordo com o meio de cultura e as
condi¢des de crescimento empregadas. Apresentam crescimento em
ampla faixa de pH, entre 4,5-8,5, embora o pH 6timo para crescimento
varie de 6,0 a 7,0 (PRASANNA; GRANDISON;
CHARALAMPOPOULOS, 2014).

As bifidobactérias diferem de outros géneros quanto ao mecanismo
empregado para fermentacdo de carboidratos, uma vez que sdo incapazes
de realizar a via glicolitica normal, j& que ndo possuem as enzimas
aldolase e glicose-6-fosfato NADP* oxido-redutase. Dessa forma, as
bactérias desse género possuem uma via metabdlica distinta,
caracterizada pela presenca da enzima frutose-6-fosfato fosfocetolase,
que permite com que estes microrganismos produzam mais ATP a partir
dos carboidratos (MATTARELLI et al, 2018). As espécies mais
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utilizadas  industrialmente  sdo  Bifidobacterium  adolescentis,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis e Bifidobacterium
animalis (FOLIGNE; DANIEL; POT, 2013).

A cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, pertencente
a colecdo de culturas lacteas da empresa Chr. Hansen, ¢ a bifidobactéria
mais bem documentada do mundo, sendo utilizada desde 1985 como
ingrediente em alimentos e suplementos alimentares. Esta cepa foi
selecionada principalmente para aplicagdo em produtos lacteos, devido a
sua alta tolerancia ao oxigénio e as condigdes do trato gastrointestinal,
como baixo pH e presenca de sais de bile. Inicialmente, quando foi isolada
em 1983, foi considerada como pertencente a espécie Bifidobacterium
bifidum. No entanto, posteriormente foi reclassificada, primeiramente
como Bifidobacterium animalis, ¢ depois como uma nova espécie,
Bifidobacterium lactis. Porém, foi demonstrado que a classificacdo B.
lactis ndo atendia completamente aos critérios da espécie e, assim, a
nomenclatura “/actis” foi incluida como subespécie (MASCO et al.,
2004; JUNGERSEN et al., 2014).

Tradicionalmente, as culturas probidticas tém sido incorporadas
majoritariamente em produtos lacteos fermentados, os quais
compreendem ainda a categoria com maior representatividade quanto a
disponibilidade de produtos probiodticos no mercado (GRANATO et al.,
2019). Entretanto, ha um interesse crescente no estudo e desenvolvimento
de outras matrizes alimentares como potenciais carreadores para
incorporagdo destes microrganismos na dieta, sobretudo de origem nao
lactea, sendo possivel a administracdo de probidticos em casos onde a
intolerancia a lactose, alergias as proteinas do leite, dislipidemias, e dietas
restritivas ao consumo de produtos de origem animal sdo barreiras de
consumo (BAKR, 2015; PANGHAL et al., 2018).

Inseridos neste contexto, os sucos de frutas podem representar uma
matriz em potencial para incorporacdo de culturas probioticas, tendo em
vista que sdo produtos ricos em vitaminas, minerais, compostos bioativos
com propriedade antioxidante, além de apresentarem um forte apelo
saudavel e serem consumidos regularmente por uma grande parcela da
populagdo, o que representa um fator importante para que os probiodticos
exer¢am suas fungdes no organismo do hospedeiro (SHORI, 2016).

Diversos estudos recentes relataram a adigdo de probidticos a
diferentes sucos de frutas para a producao de bebidas funcionais, obtendo
resultados promissores. Pereira, Maciel e Rodrigues (2011) elaboraram
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uma bebida probidtica a base de suco de caju, fermentada com
Lactobacillus casei, obtendo contagens acima de 8 log UFC mL™! ap6s 21
dias de armazenamento refrigerado. Ja Fonteles et al. (2012) e Costa et al.
(2013) utilizaram sucos de meldo e abacaxi, respectivamente, como
substratos para aplicacdo de Lactobacillus casei, visando o
desenvolvimento de bebidas probidticas. Pimentel et al. (2015) avaliaram
o efeito da suplementacdo de suco de maga clarificado com Lactobacillus
paracasei e/ou oligofrutose nas caracteristicas fisico-quimicas,
viabilidade probidtica e aceitabilidade durante o armazenamento
refrigerado por 28 dias. Mais recentemente, Farias, Soares ¢ Gouveia
(2016) demonstraram a adequagdo do suco de maracuja da Caatinga como
matriz para fermentacao de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, o qual
manteve contagens acima de 8 log UFC mL"! apos 28 dias de
armazenamento a 4 °C.

Entretanto, a adicdo de microrganismos em sucos de frutas
apresenta maior complexidade em relacdo a aplicagcdo de probidticos em
produtos lacteos para a mesma finalidade. A manutencdo da viabilidade
dos microrganismos probidticos em sucos de frutas ¢ considerada um
desafio tecnologico, tendo em vista os fatores adversos a sobrevivéncia
dos mesmos nesses produtos. Muitas condi¢des podem afetar a
viabilidade das bactérias probioticas em sucos de frutas, sobretudo a alta
concentracdo de acidos orgénicos e o pH, geralmente encontrado em
valores abaixo de 4,0; a toxicidade ao oxigénio no caso de bactérias
anaerobias, o tempo e a temperatura de estocagem, além da auséncia ou
insuficiéncia de alguns peptideos e aminoacidos livres necessarios ao
metabolismo dos probidticos (SHORI, 2016).

Dessa forma, ha uma demanda crescente por tecnologias que
permitam solucionar estas limitacdes, de forma a garantir a estabilidade
dos probidticos em sucos de frutas, mantendo suas caracteristicas
funcionais desejadas de forma prolongada (BORGES et al., 2016). Com
0 objetivo de manter a viabilidade dos microrganismos probioticos
durante as etapas de produ¢do, armazenamento e passagem do alimento
pelo trato gastrointestinal, e, concomitantemente, proporcionar
estabilidade aos sucos de frutas, diversos métodos de microencapsulagio
vém sendo estudados (CELLI; GHANEM; BROOKS, 2015).

1.3 Microencapsulaggo

O conceito da técnica de microencapsulagdo tem como base o
modelo celular, em que ocorre o envolvimento de um nucleo por uma
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membrana semipermeavel, que confere protecdo em relagdo ao meio
externo e, a0 mesmo tempo, controla de forma seletiva a entrada e saida
de substincias da célula (RE, 2006). Sendo assim, a microencapsulagio
compreende um processo tecnolégico de empacotamento de materiais
ativos (pequenas particulas solidas, liquidos ou compostos gasosos) em
capsulas de tamanho reduzido, as quais podem ter a liberagdo de seu
contetido controlada e sob condi¢des estabelecidas (DESAI; PARK,
2005).

As microcdpsulas consistem em uma camada do agente
encapsulante ou material de parede, que atua como um filme protetor,
isolando a substancia ativa e evitando os efeitos de sua exposi¢do ao
ambiente em questdo. Normalmente, as microcapsulas apresentam forma
esférica, com diametros que variam de 1 a 5000 pm, porém, o tamanho e
a morfologia das microcapsulas variam de acordo com o método de
microencapsulagdo adotado, bem como com os materiais ativos e agentes
encapsulantes empregados no processo (MISHRA, 2015).

Em relacdo a morfologia obtida pelos diferentes métodos de
microencapsulagdo, o material ativo pode ficar concentrado na regido
central da capsula, envolvido pelo agente encapsulante, caracterizando as
microcapsulas “verdadeiras”; ou estar adsorvido, incorporado ou ligado
covalentemente a matriz constituida pelo agente encapsulante, com uma
pequena por¢do do material ativo exposta na superficie, neste caso sendo
denominadas microparticulas ou microesferas (Figura 1.2). Embora
apresentem diferengas estruturais, o termo “microencapsulacdo” tem sido
empregado em referéncia tanto a formacdo de microcépsulas quanto de
microparticulas. As microcapsulas podem ser classificadas ainda em
mononucleares, quando sdo constituidas por um nucleo simples, ou
polinucleares, quando existe um agrupamento de nucleos no interior da
mesma particula (JAFARI et al., 2008; ESTEVINHO et al., 2013).
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Figura 1.2: Microparticulas com diferentes tipos de estrutura

Material

S Material de parede encapsulado

Microcapsula Microesfera
Fonte: Adaptado de Jafari et al. (2008).

Na industria de alimentos, a microencapsulagdo ¢ uma ferramenta
que tem sido utilizada hd mais de 60 anos, em razdo de suas inimeras
aplicagdes, que compreendem a transformagdo de um liquido em sélido,
facilitando assim o manuseio, transporte e garantindo a estabiliza¢do do
produto; para controle de reagdes de oxidacdo, pela separacdo dos
componentes reativos, evitando o contato destes com o oxigénio, luz ou
umidade, promovendo a extensdo da vida 1til do produto; para retengéo
ou liberagdo de sabores, cores e aromas de forma controlada (DESAI;
PARK, 2005)

Diversos materiais com propriedades bioativas tém sido
encapsulados, tendo em vista sua sensibilidade, incluindo as vitaminas,
oleos essenciais, lipideos, aminoacidos, minerais, corantes, enzimas, além
de microrganismos probioticos (VOS et al., 2010).

No caso das culturas probidticas, a microencapsulacao ¢ realizada
com a finalidade de proteger as células bacterianas contra injurias
ocasionadas por condigdes adversas do meio externo, auxiliando na
resisténcia dos microrganismos, tanto as condi¢des de processamento
quanto pela passagem dos mesmos pelo trato gastrointestinal (DE
PRISCO; MAURIELLO, 2016; CHAMPAGNE; GOMES DA CRUZ;
DAGA, 2018).

Diversas métodos de microencapsulagdo tém sido empregados
para a microencapsulagdo de bactérias probiodticas, tais como a
emulsificac@o, coacervagdo, extrusao, liofilizacdo, spray chilling e spray
drying, sendo que a sele¢do de cada método depende da finalidade que
sera dada as microcapsulas, bem como das propriedades fisico-quimicas
do material ativo e do agente encapsulante (SEMYONOV et al., 2010;
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KAILASAPATHY, 2014). E necessério levar em consideragio também
a forma de liberag¢do das microcapsulas, que normalmente ocorre devido
a mecanismos como variagdo de pH e temperatura, solvatagio, ruptura
por agdo mecanica, atividade enzimatica, difusdo, entre outros
(PORPEVIC et al., 2014).

A técnica de microencapsulagdo mais utilizada na inddstria de
alimentos ¢ a de secagem por atomizagao ou spray drying, sendo também
a mais utilizada para obtengdo de produtos probioticos
microencapsulados (SHISHIR; CHEN, 2017). Este processo oferece
diversas vantagens, como o fato de ser um processo realizado em etapa
unica, possui baixo custo de producao, apresenta facilidade de execugéo
e operagdo continua, apresenta alto rendimento e eficiéncia, além de
resultar em céapsulas relativamente uniformes e de boa qualidade
(HUANG et al., 2017).

O principio da técnica de spray drying consiste em preparar uma
solucdo contendo o material ativo e o agente encapsulante escolhido, e
esta solugdo é subsequentemente aspergida sob a forma de spray na
camara de secagem, ocorrendo o contato entre goticulas e o ar quente,
cuja temperatura varia normalmente entre 120 e 220 °C, o que promove
uma rapida evaporacdo do solvente. Subsequentemente, ocorre a
separacdo das microparticulas do ar de secagem, as quais sdo arrastadas
até o ciclone e recolhidas em um recipiente na parte inferior do
atomizador (RATHORE et al., 2013; DRUSCH; DIEKMANN, 2015). A
Figura 1.3 apresenta um esquema do processo de microencapsulagéo pela
técnica de spray drying.
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Figura 1.3: Representagdo esquematica do processo de microencapsulagdo por
spray drying.

Entrada de . .
ar quente Bico atomizador
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Microcapsulas

Fonte: Adaptado de Sosnik e Seremeta (2015).

Todavia, a exposi¢do as altas temperaturas, que sdo necessarias
para facilitar a evaporagdo do solvente durante a passagem das bactérias
na cdmara de secagem, exerce um efeito negativo sobre a integridade das
células, ocasionando uma reduc¢do da viabilidade dos probioticos
encapsulados (MARTIN et al., 2015). Nesse caso, a escolha de agentes
encapsulantes adequados ao tipo de microrganismo a ser encapsulado,
assim como a concentragdo adequada do mesmo, a contagem de células
viaveis inicial, e o controle das condi¢des operacionais tais como taxa de
fluxo de alimentagdo e velocidade e temperaturas de entrada e saida de ar
no equipamento sdo de suma importancia para garantir a sobrevivéncia
da cultura probidtica, protegendo-a durante a desidratagdo por spray
drying (HUANG et al., 2017; KROKIDA, 2018).
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1.3.1 Agentes encapsulantes

Os agentes encapsulantes tém por fung@o proporcionar protegéo ao
material ativo, neste caso as bactérias probioticas, durante o processo de
microencapsulagdo, bem como ao longo do armazenamento e passagem
pelo trato gastrintestinal, evitando que ocorra perda da viabilidade
(QUIROS-SAUCEDA et al., 2014). Diversos materiais estdo disponiveis
para utilizacdo, sozinhos ou em associacdes, como agentes encapsulantes.
Dentre os mais utilizados para microencapsular culturas probioticas,
destacam-se os alginatos (KRASAEKOOPT; WATCHARAPOKA,
2014), goma arabica (ARSLAN et al., 2015), amido (YING et al., 2016),
quitosana (YONEKURA et al., 2014); maltodextrinas (CHAIKHAM,
2015), leite em p6 desnatado e soro de leite (FRITZEN-FREIRE et al.,
2012; PINTO et al., 2015), além de prebidticos como a inulina e os fruto-
oligossacarideos  (AVILA-REYES et al, 2014; RAJAM;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015).

A escolha do agente encapsulante deve ser baseada, sobretudo, nas
caracteristicas fisicas e quimicas do composto que se pretende encapsular,
no tipo de aplicagdo e no método de microencapsulagdo selecionado
(WANDREY; BARTKOWIAK; HARDING, 2010). Além disso,
algumas caracteristicas sdo necessarias para que o agente encapsulante
seja considerado ideal, considerando a microencapsulacdo por spray
drying, incluindo baixa viscosidade em concentragdes elevadas; ser de
facil manuseio durante o processo de microencapsulagdo; conferir
protegdo ao material ativo frente as condigdes adversas do meio externo;
ser inerte em relacdo ao composto a encapsular; e apresentar propriedades
desejadas de liberagdo (QUIROS-SAUCEDA et al., 2014; MISHRA,
2015).

Nos estudos existentes até 0 momento sobre a aplicacdo da técnica
de spray drying para microencapsulacdo de sucos probidticos, as
maltodextrinas sdo amplamente empregadas como agentes carreadores,
de forma isolada ou em associacdo a outros encapsulantes, tais como a
goma arabica e inulina, apresentando-se eficiente na protegao das culturas
probidticas nessas matrizes (MESTRY; MUJUMDAR; THORAT, 2011;
PEREIRA et al., 2014; ANEKELLA; ORSAT, 2014; BARBOSA et al.,
2015; ALVES et al, 2016; CHAIKHAM; KEMSAWASD;
SEESURIYACHAN, 2017).

Maltodextrinas sdo definidas como carboidratos formados a partir
da hidrdlise parcial de amidos, através da agdo enzimatica e/ou por acidos,



46

que consistem em unidades de a-D-glicose unidas principalmente por
ligacdes glicosidicas (Figura 1.4). Sdo obtidas principalmente a partir de
amidos de milho, batata e arroz. Visto que sdo produtos hidrolisados de
amido, sdo formadas por uma mistura de malto-oligossacarideos
(CHRONAKIS, 1998). Em contraste com os amidos, as maltodextrinas
sdo soluveis em agua fria, embora a propriedade de solubilidade varie
conforme o grau de polimerizagao e DE (dextrose equivalente) (ROWE;
SHESKEY; COOK, 2009).

As maltodextrinas sdo descritas pelo seu valor de dextrose
equivalente (DE), que ¢ uma medida que caracteriza a extensdo da
hidrdlise do amido e também indica uma média da massa molar
(AVALTRONI; BOUQUERAND; NORMAND, 2004). A DE ¢
relacionada ao DP (grau de polimerizacdo) por meio da Equagdo 1.1, onde
DE e DP sdo valores médios das populagdes de moléculas
(DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010):

DE=—= (1.1)

Conforme aumenta o grau de hidrélise, a massa molar diminui e a
DE aumenta. Esta ¢ uma medida empirica da quantidade de agticar redutor
presente no produto, expressa em base seca. Por defini¢do, as
maltodextrinas sdo os produtos com valores de DE < 20. De acordo com
Wandrey, Bartkowiak e Harding (2010), o aumento da DE aproxima o
hidrolisado das propriedades da dextrose, enquanto a diminui¢do
aproxima as propriedades do amido. Sendo assim, variagdes nos valores
de DE resultam em maltodextrinas com propriedades fisico-quimicas
distintas (CASTRO et al., 2016).

As maltodextrinas sdo empregadas na industria de alimentos com
diversas finalidades, atuando como agente espessante, substituto de
gordura, formador de filmes, agente de controle de cristalizagdes durante
processos de congelamento ¢ como complemento nutricional (WANG;
WANG, 2000).
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Figura 1.4: Representa¢ao da estrutura quimica da maltodextrina
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Fonte: American Chemical Society (ACS) (2018).

O uso de maltodextrinas como agentes encapsulantes de
ingredientes bioativos tem sido amplamente difundido, devido a sua
propriedade de protecdo contra oxidagdo, capacidade de formar filmes e
seu poder redutor (ZHU, 2017). Além disso, apresenta baixo custo, em
comparagdo com outros hidrocoloéides utilizados para esta finalidade.

Ademais, Shishir e Chen (2017) afirmaram que o uso da
maltodextrina como agente de secagem para extratos e sucos de frutas
submetidos ao processo de spray drying é de grande importancia, visto
que estas matrizes alimentares apresentam elevadas concentragdes de
agucares e acidos organicos, os quais apresentam baixas temperaturas de
transi¢do vitrea (Tg), que conduzem a problemas de pegajosidade durante
o processo de secagem. Sendo assim, o uso da maltodextrina permite o
aumento da temperatura de transi¢do vitrea, melhorando o processo de
secagem e permitindo a obten¢do de produtos em po com propriedades
adequadas.

De modo geral, as maltodextrinas com maiores valores de DE
apresentam higroscopicidade moderada, boa solubilidade e nao
apresentam sabor doce, possibilitando sua aplicagdo como agente
encapsulante para preparacdes destinadas a administragdo via oral,
incluindo sucos microencapsulados (ROWE; SHESKEY; COOK, 2009).
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Além disso, aumento da DE possui correlag@o positiva com a diminui¢do
da permeabilidade ao oxigénio. Esta caracteristica mostra-se interessante
para aplicagdo de maltodextrinas com maior DE no processo de
microencapsulacdo de culturas probidticas, sobretudo para as
bifidobactérias, uma vez que pode promover um ambiente anaerobio mais
favoravel no interior das microcapsulas (SAARELA et al., 2006; DING,
W. K.; SHAH, 2008).

Além da maltodextrina, ingredientes prebidticos também
apresentam potencial para serem empregados como agentes
encapsulantes durante a microencapsulacdo de culturas probidticas
(PEREDO et al., 2016).

1.3.1.1 Prebidticos

Em 1995, Gibson e Roberfroid definiram pela primeira vez os
prebidticos como ingredientes alimenticios ndo digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente o
crescimento e atividade de um numero limitado de bactérias do colon.
Esta defini¢do sofreu algumas modificagdes ao longo dos anos, e em
2016, uma equipe de especialistas em microbiologia, nutri¢do e pesquisa
clinica foi convocada pela Associagdo Cientifica Internacional para
Probiodticos e Prebiodticos para revisar a defini¢do e o escopo dos
prebidticos. Dessa forma, a defini¢do de prebidticos foi atualizada, e os
prebidticos passaram a ser definidos como substratos que sdo utilizados
seletivamente por microrganismos hospedeiros, conferindo beneficios
para a saude. Essa defini¢do expande o conceito de prebiodticos para
possivelmente incluir ingredientes que ndo sejam carboidratos e aplicagdo
em locais do corpo que ndo o trato gastrointestinal (e.g. trato vaginal e
pele), porém, a exigéncia de mecanismos seletivos mediados pela
microbiota foi mantida (GIBSON et al., 2017).

Estes ingredientes estdo associados a reducdo do risco de doengas
uma vez que promovem alteragdes benéficas na microbiota. Os principais
beneficios relacionados ao consumo de prebidticos, principalmente de
fruto-oligossacarideos e inulina, incluem a produgdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), melhora da motilidade e da fungéo gastrointestinal,
melhora na biodisponibilidade de calcio, redu¢do do colesterol sérico,
regulacdo de desordens metabolicas relacionadas a obesidade, além de
reducdo da inflamagdo e da constipagio (CHOQUE-DELGADO;
TAMASHIRO, 2018).
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A inulina e os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo os prebidticos
cujas aplicagdes em alimentos vém sendo mais amplamente estudadas.
Entretanto, além destes, outros ingredientes com potenciais propriedades
prebidticas sdo relatados na literatura, como os galacto-oligossacarideos
(GOS), xilo-oligossacarideos (XOS), isomalto-oligossacarideos (IMO) e
as ciclodextrinas (CD) (WATSON; PREEDY, 2015).

A inulina constitui um polissacarideo de reserva, encontrado
naturalmente em mais de 30.000 produtos vegetais. No entanto, as raizes
da chicoria (Chichorium intybus) constituem a principal fonte para
extragdo industrial, contendo de 15 a 20% de inulina (SHOAIB et al.,
2016). Quimicamente, os frutanos do tipo inulina sdo carboidratos
polidispersos compostos por cadeias lineares de unidades de frutose,
ligadas entre si por ligagdes tipo -(2-1), na maioria das vezes contendo
um residuo de glicose no final da cadeia (Figura 1.5). Esta configuragéo
quimica torna este carboidrato indigerivel pelo organismo humano
(MENSINK et al., 2015a).

Figura 1.5: Representacdo da estrutura quimica da inulina
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Fonte: Mensink et al. (2015).
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O grau de polimerizagao (DP) da inulina extraida da chicoria varia
entre 3 e 60 unidades de monossacarideos, com média de 10 unidades.
Uma vez submetida a hidrolise enzimatica parcial, utilizando uma
endoinulinase, produz-se a oligofrutose, a qual possui DP variando entre
2 ¢ 9 unidades (MEYER; BLAAUWHOED, 2009). O emprego de
processos fisicos de separagdo permite eliminar os oligdmeros com DP <
10, possibilitando produzir inulina com alto grau de polimerizagdo, entre
23 e 25 unidades, denominada como inulina de alta performance (high
performance inulin - HP), que apresenta caracteristicas funcionais
distintas da inulina nativa, com menor solubilidade, maior viscosidade e
estabilidade térmica (GLIBOWSKI; BUKOWSKA, 2011).

De acordo com De Prisco e Mauriello (2016), o uso da inulina e
outros prebidticos como agentes encapsulantes para a melhoria da
viabilidade probiotica durante a producdo e armazenamento de
microcapsulas vém recebendo grande atencdo. Essa abordagem ¢
considerada de grande utilidade especialmente quando técnicas como
spray drying e liofilizacdo sdo utilizadas para o processo de
microencapsulagdo, visto que apresentam condigdes potencialmente
desfavoraveis a viabilidade celular (HUANG et al., 2017).

Fritzen-Freire et al. (2012) verificaram que a utilizacdo de uma
combinagdo de prebidticos (inulina enriquecida com oligofrutose) e leite
em p6 desnatado como agentes encapsulantes para Bifidobacterium BB-
12 resultou em maior prote¢do do microrganismo durante a secagem por
spray drying e posterior estocagem das capsulas. Ja Avila-Reyes et al.
(2014) verificaram que a utilizacdo tanto da inulina quanto de amido
nativo de arroz como agentes encapsulantes conferiu prote¢ao a cultura
probidtica de Lactobacillus rhamnosus durante o processo de spray
drying e ao longo do armazenamento das microcapsulas a 25 e a 4 °C.
Lorenzoni et al. (2018) produziram microcdpsulas contendo
Lactobacillus acidophilus La-5 por spray drying, utilizando inulina, hi-
maize (amido resistente) e trealose como agentes encapsulantes, e
verificaram que o uso de inulina e amido resistente resultaram nas
maiores taxas de sobrevivéncia do microrganismo probiotico apos o
processo de microencapsulagao.

Esta abordagem também vem sendo utilizada para a
microencapsulagdo de sucos de frutas probidticos, embora os estudos
disponiveis at¢é o momento sejam escassos. Kingwatee et al. (2015)
verificaram entre diversas combinag¢des entre maltodextrina, inulina e
goma arabica, que a combinagdo de inulina e maltodextrina como agentes
encapsulantes de Lactobacillus casei 01 em suco de lichia conferiu
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melhor protecdo ao microrganismo probidtico. Recentemente, Chaikham,
Kemsawasd e Seesuriyachan (2017) verificaram que o uso de inulina e da
goma proveniente da espécie vegetal Tiliacora triandra para produgio de
suco probidtico de maoluang em p6d conferiu maior protecdo as bactérias
probidticas Lactobacillus casei 01 e Lactobacillus acidophilus La-5
contra as condi¢des adversas do modelo gastrointestinal simulado.

1.4 Caracterizagdo de microcapsulas obtidas por spray drying

O uso de diferentes agentes encapsulantes para compor a matriz
protetora das microcapsulas produzidas pelo método de spray drying
resulta em pos com caracteristicas fisico-quimicas distintas, tornando
essencial o conhecimento das propriedades das microcapsulas formadas
para possibilitar a otimizagdo de processos, funcionalidades e condigdes
ideais de aplicacdo (WANDREY; BARTKOWIAK; HARDING, 2010).

De acordo com Bhandari (2013), as propriedades de um produto
em po6 podem ser classificadas em trés categorias: fundamentais,
funcionais e indesejaveis. As propriedades fundamentais sdo
caracteristicas que apresentam impacto significativo sobre todas as
demais propriedades de um produto em po, e incluem o teor de umidade,
atividade de agua, microestrutura, tamanho e distribui¢@o das particulas e
densidade. Ja as propriedades funcionais relacionam-se com as possiveis
aplicagdes dos pds como produto ou como ingredientes em uma
formulacdo, e sdo diretamente influenciadas pela combinagdo das
propriedades fundamentais. Dentre as propriedades relativas a
funcionalidade, destacam-se as relacionadas a fluidez e
compressibilidade, além das caracteristicas de reconstitui¢do. Por fim, é
necessario avaliar também as propriedades indesejaveis dos pos, que
muitas vezes restringem seu uso para aplicacdes particulares. Neste
sentido, sugere-se a investigacdo dos mecanismos relacionados a
ocorréncia de aglomeragao e pegajosidade (stickness) em amostras em po.

A umidade e a atividade de dgua (Aw) sdo fatores essenciais no
que diz respeito a estabilidade e estocagem das microcapsulas, bem como
dos microrganismos probidticos durante o armazenamento de produtos
microencapsulados. Teores de umidade abaixo de 4% e atividade de agua
inferior a 0,3 sdo geralmente aceitos para garantir a estabilidade de
microrganismos microencapsulados (VESTERLUND; SALMINEN;
SALMINEN, 2012).
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A analise de microestrutura, realizada através da microscopia
eletronica de varredura (MEV) permite monitorar a formagdo das
capsulas, além de fornecer informagdes acerca do tamanho das particulas
geradas pelo processo de microencapsulacdo, sendo possivel verificar a
integridade das mesmas. Dessa forma, pode-se afirmar que esta
propriedade estd intimamente ligada a funcionalidade (ALLAN-
WOJTAS; HANSEN; PAULSON, 2008). Zhang, Law e Lian (2010)
relataram que o tamanho das particulas pode ter influéncia na mistura de
componentes, afetando o aroma, a textura e a aparéncia dos alimentos no
qual as microcéapsulas sdo incorporadas. Além disso, esta propriedade
pode influenciar as caracteristicas de umidade, propriedades de
escoamento, compactacdo, capacidade de reidratacdo e solubilidade dos
pos.

O conhecimento da densidade é importante em processos
industriais, no ajuste das condi¢cdes de estocagem, processamento,
embalagem e distribui¢do. Os produtos obtidos por moagem ou secagem
geralmente s3o caracterizados por sua densidade aparente (bulk density)
(BHANDARI et al., 2013). Pode-se obter ainda a medida da densidade
compactada (tapped density), batendo-se ou submetendo o cilindro de
medigdo a vibragdo, o qual promove o assentamento do p6 € o aumento
da densidade aparente, uma vez que as particulas sdo rearranjadas pela
acdo mecanica, preenchendo os espagos vazios na massa de po. Essas
propriedades estdo intimamente relacionadas com a porosidade das
particulas, bem como forgas de atragdo interparticulares (BARBOSA-
CANOVAS et al., 2005). A partir da relagdo entre estas duas medidas, é
possivel obter indicativos sobre as propriedades de fluxo dos pds, através
do indice de compressibilidade de Carr (IC) e da razdo de Hausner. A
razdo de Hausner (HR) é um numero que estd relacionado com a
capacidade de fluxo de um pé ou material particulado, sendo calculado
pela razio entre a densidade compactada e a densidade aparente (CELLI;
GHANEM; BROOKS, 2015). Ja o indice de Carr (CARR, 1965) fornece
indicativos sobre a o grau de compressibilidade de uma amostra. Tanto as
densidades como as propriedades de fluxo sdo importantes sob o ponto
de vista do processamento e armazenamento de produtos em po, visto que
baixa fluidez e alta compressibilidade sdo caracteristicas que podem
acarretar em dificuldades no manuseio dos produtos em po.

A solubilidade ¢ considerada uma propriedade importante para a
qualidade e funcionalidade de produtos em pd, estando diretamente
relacionada com a reconstituicdo dos mesmos. Do ponto de vista dos
consumidores, a reconstituicdo rapida e completa ¢ um dos principais
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indicadores de qualidade. Dessa forma, o indice de solubilidade em agua
fornece informagoes representativas sobre o comportamento do produto
na fase aquosa de um sistema alimentar, sendo influenciada pela estrutura
quimica do agente encapsulante empregado, além de possuir correlagdo
com outras propriedades, como tamanho e morfologia das particulas
(SELOMULYA; FANG, 2013).

Outra propriedade importante a ser analisada é a higroscopicidade,
visto que € possivel obter informagdes sobre a estabilidade fisica das
microcapsulas e possiveis modificacdes ocasionadas pela incorporacdo de
umidade em caso de armazenamento em condi¢des de umidade relativa
alta. Além disso, € possivel estimar a vida 1til do produto ou determinar
as propriedades de barreira de umidade necessarias ao desenvolvimento
de embalagens (BARBOSA-CANOVAS et al., 2005). A partir da analise
de higroscopicidade pode-se avaliar o grau de aglomeragdo de um produto
em pod. A aglomeragdo ¢ um fenomeno indesejado pelo qual pds
alimenticios amorfos sdo transformados em um material pegajoso,
resultando em perda de funcionalidade e qualidade (AGUILERA; DEL
VALLE; KAREL, 1995).

Por fim, o estudo das propriedades térmicas através da andlise
termogravimétrica é uma ferramenta interessante para a caracterizagdo de
produtos microencapsulados com constituintes poliméricos, como ¢é o
caso dos agentes encapsulantes empregados. A andlise termogravimétrica
permite, através das curvas de variagdo de massa em funcdo da
temperatura, tirar conclusdes sobre como a adgua se encontra associada
aos demais constituintes na matriz das microcapsulas, além de fornecer
informacdes sobre interagdes entre os componentes e estabilidade térmica
das amostras (BISINELLA et al., 2016).

1.5 Emprego de métodos independentes de cultivo para quantificacdo de
bactérias probidticas em matrizes alimentares

Anadlises microbioldgicas para identificacdo e quantificacdo de
microrganismos sdo fundamentais na produgdo de alimentos, visto que
sdo aplicadas em diversas etapas do processamento com multiplas
finalidades, tais como para controle de qualidade e seguranca, sendo
empregadas também como ferramenta para identificagdo da diversidade
microbiana presente em uma matriz, de forma a compreender seus efeitos
sobre as caracteristicas e conservacdo do produto; bem como para
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monitorar a funcionalidade, no caso de alimentos fermentados ou
adicionados de culturas probidticas (HUNGARO et al., 2014).

Considerando que a obtengdo dos beneficios terapéuticos
associados a ingestao de probidticos € condicionada a permanéncia destes
microrganismos vivos ¢ em quantidades adequadas em um produto até o
momento do consumo, ¢ fundamental estabelecer métodos especificos e
apropriados para quantificd-los e monitorar sua viabilidade
(POUTSIAKA et al., 2017).

Os microrganismos foram inicialmente quantificados em
alimentos através de abordagens baseadas em cultivo e caracterizados
fenotipica, taxonomica e fisiologicamente através de andlises
microscopicas e testes bioquimicos (DAVIS, 2014; BATT, 2016). As
técnicas microbiolodgicas classicas, denominadas dependentes de cultivo,
baseiam-se principalmente na capacidade de um microrganismo em
crescer e multiplicar-se em meios de cultura sob condigdes especificas
(WILKINSON, 2018). Embora sejam consideradas como “padrido ouro”
para enumeracdo de muitos microrganismos em alimentos para fins de
rotina laboratorial, essas técnicas apresentam algumas limitagdes e
desvantagens.

Uma das desvantagens reside na falta de especificidade e
seletividade, principalmente para microrganismos cujas espécies sao
filogeneticamente intimamente relacionadas e que apresentam
necessidades nutricionais e condi¢des de crescimento semelhantes, como
¢ o caso de bactérias probidticas pertencentes aos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus e bactérias acido laticas utilizadas como
iniciadoras em processos fermentativos (VINDEROLA et al., 2011). A
gama de meios seletivos disponiveis para identificar e enumerar cepas de
interesse probiotico € relativamente limitada, e € importante destacar que
ndo existe nenhum meio de cultura ou protocolo oficial padronizado
aplicavel a todos os microrganismos probiodticos atualmente utilizados em
alimentos, ja que ha grande variabilidade de respostas ao plaqueamento a
nivel de espécies, subespécies e cepas (VINDEROLA et al., 2011;
DAVIS, 2014).

Além disso, métodos dependentes de cultivo envolvem técnicas
laboriosas, que empregam grandes volumes de meios de cultura,
requerem tempo consideravel para obtengdo de resultados (em geral entre
24-72 horas) e podem subestimar a populagdo de microrganismos viaveis
na amostra. De acordo com Zhao et al. (2017), em resposta a condigdes
de estresse ambiental durante a formulagdo ¢ armazenamento, tais como
exposicdo a ambientes acidos, aquecimento ou secagem, 0S
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microrganismos podem fazer a transicdo para um estado fisiologico
viavel mas ndo cultivavel (VNC), em que se mantém metabolicamente
ativos, porém, perdem a capacidade de se multiplicar e, portanto, crescer
em meios de cultivo. Essa limitacdo é importante sob a perspectiva dos
produtos probioticos, visto que a populagdo de células em estado viavel
ndo cultivavel contribui para a funcionalidade destes produtos, uma vez
que a capacidade metabolica destas ¢ mantida e, ao atingir o c6lon no
hospedeiro, onde encontram condi¢des favoraveis, podem reestabelecer o
amplo funcionamento celular (MILLS et al., 2011).

Em face de tais limitagdes, os métodos independentes de cultivo
foram rapidamente reconhecidos como alternativa promissora aos
métodos tradicionais dependentes de cultivo. Através do uso destas
abordagens, os microrganismos sdo estudados em func¢do de seus acidos
nucleicos ou proteinas, os quais sdo extraidos diretamente da matriz
alimentar e utilizados como alvo nessas técnicas, e ndo pela capacidade
de se multiplicar em meios de cultivo especificos (COCOLIN et al.,
2013).

A maioria dos métodos independentes de cultivo desenvolvidos
para identificagdo e quantificacdo de microrganismos baseia-se na Reacao
em Cadeia da Polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction) - PCR,
mais especificamente, na PCR em tempo real, também denominada PCR
quantitativa (QPCR).

A PCR quantitativa ¢ baseada na PCR convencional, a qual tem
como objetivo a multiplicagdo in vitro de sequéncias especificas de DNA,
de modo que possam ser detectadas (ZHANG; FANG, 2006).
Diferentemente da PCR convencional, na qPCR a concentragdo do
fragmento amplificado é monitorada a medida que a amplifica¢do ocorre,
através da detecgdo do aumento do sinal fluorescente, que € proporcional
a quantidade de DNA produzido a cada ciclo da PCR (POSTOLLEC et
al.,2011). Na qPCR os dados sdo coletados durante a fase exponencial da
reacdo, quando a quantidade dos produtos de amplificagdo dobra a cada
ciclo e ¢ diretamente proporcional a quantidade de DNA alvo inicial.
Dessa forma, é possivel quantificar as populagdes microbianas medindo
a abundancia de uma sequéncia alvo em amostras de DNA extraidas a
partir de matrizes alimentares (DAVIS, 2014).

A técnica de qPCR apresenta diversas vantagens em relacdo aos
métodos dependentes de cultivo e a propria PCR convencional, como a
alta sensibilidade, rapidez, uso de sistema automatizado, além do risco de
contaminagio ser reduzido (ZIELINSKA et al., 2018); e tem sido
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amplamente empregada para deteccdo e quantificagdo de diferentes
microrganismos probidticos em matrizes alimentares diversas, sobretudo
em produtos lacteos (SHEU et al., 2013; GANESAN et al., 2014; ILHA
etal., 2016).

Diversos ensaios de gPCR foram desenvolvidos utilizando pares
de iniciadores sintetizados com base na variabilidade de sequéncias do
gene 16S rRNA, para enumeragdo de bactérias acido laticas e probidticas
(LAHTINEN et al., 2008; GARCIA-CAYUELA et al.,, 2009). No
entanto, este gene pode estar presente em multiplas copias no genoma
bacteriano, ¢ a ocorréncia de similaridades nas sequéncias 16S rRNA
entre espécies estreitamente relacionadas dificulta o desenvolvimento de
iniciadores altamente especificos (BAGHERIPOOR-FALLAH et al.,
2015). O gene do fator de elongacdo (fuf) tem sido utilizado como gene
alvo para desenvolvimento de métodos para identificagdo e quantificagdo
especifica de bactérias pertencentes ao género Lactobacillus, incluindo
espécies estreitamente relacionadas como L. casei e L. paracasei, que sao
reconhecidamente de dificil distingdo através de metodologias classicas
(ACHILLEOS; BERTHIER, 2013; ILHA et al.,, 2016). No caso da
bactéria probiodtica Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12,
Solano-Aguilar et al. (2008) propuseram o uso de iniciadores baseados no
gene fuf altamente conservado e verificaram que este representa um
marcador capaz de diferenciar a B. animalis subsp. lactis BB-12 de outras
espécies de Bifidobacterium, o qual tem sido utilizado para desenvolver
ensaios de PCR quantitativa especificos para enumeragdo desta cepa
(POUTSIAKA et al., 2017; ODOOLI et al., 2018).

A principal desvantagem dos ensaios baseados na técnica de qPCR
consiste na incapacidade de diferenciacdo entre células viaveis e ndo
viaveis. Dessa forma, a enumeracdo de células vidveis pode ser
superestimada ou apresentar resultados falso-positivos, tendo em vista a
capacidade do DNA em permanecer no ambiente mesmo apds a morte
celular, podendo ser amplificado (FITTIPALDI; NOCKER; CODONY,
2012).

Nesse contexto, o tratamento de amostras com corantes
intercalantes de DNA, previamente a qPCR, tem sido sugerido como uma
abordagem alternativa para superar este problema, possibilitando a
quantificacdo diferencial de células viaveis com base na integridade das
membranas celulares. A manuten¢do da integridade da membrana ¢
considerada um dos principais marcadores para células viaveis, uma vez
que danos severos na estrutura da membrana sdo geralmente permanentes
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e muito provavelmente resultam na morte celular, devido a incapacidade
de reter o ambiente intracelular definido (VONDRAKOVA et al., 2018).

Os corantes intercalantes de DNA mais utilizados para essa
finalidade s3o o monoazida de etidio (EMA) e monoazida de propidio
(PMA), que possuem mecanismos de ac¢do semelhantes (Fig. 1.6)
(NOCKER; CHEUNG; CAMPER, 2006). Estes corantes sao
impermeaveis 8 membrana intacta de células vidveis, todavia, penetram
facilmente as células cujas membranas celulares estejam danificadas.
Dentro da célula, o corante se intercala na fita dupla de DNA. Mediante
exposicdo a luz, ocorre a fotdlise do grupamento azida, que é convertido
em um radical nitreno altamente reativo, que se liga covalentemente ao
DNA, promovendo uma modificagdo irreversivel. Simultaneamente,
qualquer excesso de corante ndo ligado ao DNA reage com moléculas de
agua, resultando em hidroxilamina, que ndo é mais reativa, prevenindo a
ocorréncia de reacdo do corante com o DNA extraido de células intactas
(vidveis). O processo de modificacdo do DNA resulta na forte inibi¢ao da
amplificagdo deste por qPCR, o qual ndo ¢é detectado. Dessa forma, o
DNA das células cujas membranas estdo intactas ¢é detectado
seletivamente (ERKUS et al., 2016).

Figura 1.6: Tlustracdo esquematica do principio do tratamento utilizando o
corante PMA para quantificacdo de células viaveis de bactérias por qPCR.
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Fonte: Adaptado de Biotium (Product Information brochure, 2015)
Versdo original disponivel em: https:/biotium.com/product/pmatm-dye-
propidium-monoazide/
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Apesar da semelhanca relativa ao modo de agdo, estes corantes
apresentam diferencas em relacdo a permeabilidade através das
membranas celulares. Nocker e Camper (2006) verificaram que o corante
EMA penetrou em células viaveis intactas de algumas espécies
bacterianas, tanto gram-positivas como gram-negativas, resultando em
perda parcial de DNA. Ja em relagdo ao corante PMA, foi verificada a
supressao incompleta dos sinais provenientes de células mortas, podendo
ocasionar resultados falso positivos. Estas varia¢des sdo atribuidas as
estruturas quimicas dos dois corantes, visto que 0 EMA apresenta uma
carga positiva apenas, penetrando mais facilmente nas membranas
bacterianas do que o PMA, que possui dupla carga positiva, e pode nao
permear tao facilmente células com membranas pouco comprometidas
(EMERSON et al., 2017). Dessa forma, embora o corante EMA seja
considerado mais eficaz na supressio de sinais, o PMA ¢
preferencialmente escolhido por ser mais eficiente quanto a
discriminagdo de células viaveis e ndo viaveis (FITTIPALDI; NOCKER;
CODONY, 2012).

A utilizacdo da técnica de qPCR combinada ao tratamento com
corantes intercalantes demonstrou ser uma ferramenta importante e eficaz
para detecgdo e quantificagdo de uma vasta gama de microrganismos de
interesse em alimentos, incluindo patogénicos, deteriorantes e benéficos
(ELIZAQUIVEL; AZNAR; SANCHEZ, 2013). No que diz respeito ao
uso desta abordagem para quantificacdo de microrganismos probioticos,
Garcia-Cayuela et al. (2009) descreveram pela primeira vez um ensaio de
gPCR utilizando o corante PMA (PMA-qPCR) para quantificacdo
especifica de células viaveis de diferentes espécies de bactérias
probidticas e culturas iniciadoras do iogurte, em leites fermentados, o qual
possibilitou a correta identificacdo e enumeracdo das diferentes
populagdes de bactérias viaveis nestes produtos.

O uso de diferentes matrizes alimentares para incorporacao de
microrganismos probidticos pode afetar ndo somente a viabilidade dos
mesmos, como também a eficiéncia do método utilizado para a sua
enumeracgdo, visto que a maioria das amostras de alimentos sdo
consideradas matrizes complexas ¢ seus componentes podem interferir
em varias etapas da analise de qPCR utilizando corantes intercalantes de
DNA. Portanto, ha a necessidade do desenvolvimento de ensaios que
considerem as particularidades de diferentes matrizes alimentares.

Ensaios de PMA-qPCR foram desenvolvidos com sucesso para a
quantificacdo de microrganismos probidticos em produtos lacteos
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diversos, como queijo cheddar (DESFOSSES-FOUCAULT et al., 2012;
GANESAN et al., 2014), petit-suisse (VILLARREAL et al., 2013;
PADILHA; VILLARREAL; VIEIRA, 2016) e iogurtes (MENG et al.,
2010; SCARIOT et al., 2018).

Acompanhando a tendéncia recente de desenvolvimento de
produtos probidticos ndo lacteos, foram desenvolvidos até o momento
dois estudos acerca da aplicag¢do da técnica de PMA-qPCR para matrizes
nao lacteas. Lupien-Meilleur, Roy e Lagacé (2016) avaliaram a
viabilidade de cepas probidticas (Lactobacillus rhamnosus RO0011,
Lactobacillus helveticus R0O052 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12) em bebidas a base de xarope de bordo (maple) durante o
armazenamento refrigerado, utilizando a técnica PMA-qPCR. Matias et
al. (2016) empregaram a técnica de PMA-qPCR para avaliar a viabilidade
e resisténcia as condi¢cdes gastrointestinais simuladas das cepas
probidticas Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12 adicionadas em sorvete simbiotico de mac¢a elaborado
a base de extrato hidrossoluvel de soja.

Entretanto, em relacdo a aplica¢do desta técnica para quantificagdo
de microrganismos probiodticos encapsulados, também existem poucos
estudos disponiveis na literatura. Oketi¢ et al. (2015) avaliaram o
potencial da técnica de PMA-qPCR como método alternativo ou
complementar & contagem em placas para enumeragdo de Lactobacillus
gasseri K7 e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus em
microcapsulas de alginato de soédio produzidas por extrusdo. Mais
recentemente, Atia et al. (2018) estudaram o comportamento de liberagado
e a sobrevivéncia de trés cepas potencialmente probidticas (Pediococcus
acidilactici ULS, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus salivarius)
encapsuladas em microesferas de alginato e inulina, frente as condigdes
do trato gastrointestinal in vitro, através de um ensaio PMA-qPCR.
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CAPITULO 2 - Desenvolvimento de microcapsulas de suco de
maracuja adicionado de Bifidobacterium BB-12: avaliacio das
propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas e viabilidade da cultura
probiotica ao longo do armazenamento

Os resultados do presente capitulo foram publicados na forma de artigo
em: DIAS, C. O.; ALMEIDA, J. S. O.; PINTO, S. S.; SANTANA, F. C.
0.; VERRUCK, S.; MULLER, C. M. O.; PRUDENCIO, E. S.; AMBONI,
R. D. M. C. Development and physico-chemical characterization of
microencapsulated bifidobacteria in passion fruit juice: a functional non-
dairy product for probiotic delivery. Food Bioscience, v. 24, p. 26-36,
2018. (ANEXO A)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi produzir um suco de maracujé probidtico em
p6, de modo a desenvolver uma nova bebida probidtica ndo lactea. Para
este propdsito, o suco de maracuja acrescido de Bifidobacterium animalis
ssp. lactis BB-12 foi microencapsulado pela técnica de spray drying,
utilizando maltodextrina e/ou inulina como agentes encapsulantes. As
microcapsulas obtidas foram caracterizadas em relagdo as suas
propriedades morfoldgicas, fisicas e termogravimétricas apds o spray
drying. A viabilidade da cultura probidtica, bem como o teor de umidade,
atividade da agua, solubilidade em agua e cor foram avaliados ao longo
de 30 dias de armazenamento a 25 e 4 °C. O armazenamento a 4 °C
resultou em uma melhor manutengdo da viabilidade probidtica ao longo
do periodo de estocagem das amostras. Durante o armazenamento a 25 °C,
a amostra produzida apenas com maltodextrina demonstrou perda de
viabilidade da bifidobactéria, enquanto que a amostra produzida com
inulina ofereceu melhor protecdo a bactéria microencapsulada. Os
diferentes agentes carreadores afetaram a morfologia e o tamanho de
particula das microcépsulas. Todos os sucos probidticos em po
apresentaram propriedades de fluxo semelhantes. Uma maior estabilidade
fisica das microcapsulas foi alcangada pelo uso de inulina, em termos de
higroscopicidade e grau de aglomeragdo das particulas. O uso de
maltodextrina resultou em valores mais altos de umidade e atividade da
agua. Durante o armazenamento, um aumento no teor de umidade e
atividade da agua foi observado para todas as amostras. Todos os pds
apresentaram altos indices de solubilidade em agua. Um aumento na
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luminosidade e uma redugdo simultdnea nos valores de b* durante todo o
armazenamento foi observado para todas as formulagdes de suco em pod
em ambas as temperaturas, porém, mais acentuadamente a 25 °C. Os
resultados da analise termogravimétrica mostraram que ambos os agentes
encapsulantes melhoraram a estabilidade do suco de maracuja.

Palavras-chave: Microencapsulagdo. Passiflora edulis flavicarpa.
Maltodextrina. Inulina. Bifidobactéria. Spray drying.



81

Development and  physico-chemical  characterization  of
microencapsulated bifidobacteria in passion fruit juice: a functional
non-dairy product for probiotic delivery

ABSTRACT

The aim of this study was to produce a powdered probiotic passion fruit
juice, in order to develop a new non-dairy probiotic beverage. For this
purpose, passion fruit juice added with Bifidobacterium animalis ssp.
lactis BB-12 was microencapsulated by spray drying using maltodextrin
and/or inulin as encapsulating agents. The microcapsules obtained were
characterized in relation to their morphological, physical and
thermogravimetric properties after spray drying. The viability of probiotic
microorganism, as well as the powders’ moisture content, water activity,
solubility and color were evaluated throughout 30 days of storage at 25
and 4 °C. The storage at 4 °C resulted in a better maintenance of probiotic
viability throughout the storage period. During storage at 25 °C, the
sample made only with maltodextrin showed loss of viability of the
bifidobacteria while the sample made with inulin offered better protection
to the encapsulated bacteria. The different carrier agents affected the
morphology and the particle size of the microcapsules. All the probiotic
juice powders had similar flow characteristics. Greater physical stability
of the microcapsules was achieved by the use of inulin, in terms of
hygroscopicity and degree of caking. The use of maltodextrin resulted in
higher values for moisture content and water activity. Throughout
storage, an increase in moisture content and water activity was noted for
all the samples. All the powders showed high solubility indexes. An
increase in luminosity and a concurrent reduction in b* values throughout
storage was noted for all the juice powder formulations at both
temperatures, but more markedly at 25 °C. The results of the thermal
analysis showed that both encapsulating agents improved the stability of
the passion fruit juice.

Keywords:  Microencapsulation.  Passiflora  edulis  flavicarpa.
Maltodextrin. Inulin. Bifidobacteria. Spray drying.
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1 INTRODUCAO

O crescente interesse dos consumidores em utilizar alimentos para
melhorar a satde e bem-estar tem motivado pesquisadores e a industria
alimenticia a desenvolver novos produtos funcionais, como os probioticos
(MISHRA; MISHRA, 2013). Culturas probidticas como as
bifidobactérias tém sido destacadas por sua capacidade de promover o
equilibrio da microbiota intestinal, embora varios outros beneficios
tenham sido relatados na literatura, como efeitos anticarcinogénicos e
antimutagénicos, redug¢do dos niveis plasmaticos de colesterol,
diminuigdo dos sintomas de intolerdncia a lactose e estimulo da resposta
imune (TRIPATHI; GIRI, 2014).

Tradicionalmente, probidticos s@o incorporados em produtos
lacteos. No entanto, matrizes alimentares ndo lacteas t€ém sido estudadas
como potenciais carreadores para estes microrganismos, devido ao
crescente numero de individuos afetados por intolerdncia a lactose,
alergia as proteinas do leite, galactosemia e hipercolesterolemia
(RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-NAVARRO, 2010). Neste
contexto, os sucos de frutas podem representar um veiculo ideal para
culturas probidticas, uma vez que sdo produtos ricos em vitaminas,
minerais e compostos antioxidantes, tendo assim um forte apelo saudavel
(PERES et al., 2012). Diversos estudos relataram a adi¢cdo de probioticos
a diferentes sucos de frutas para a produgdo de bebidas funcionais
(FONTELES et al., 2012; COSTA et al., 2013; PIMENTEL;
MADRONA; PRUDENCIO, 2014).

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis flavicarpa), nativo da
América tropical, é considerado uma boa fonte de vitaminas,
principalmente A e C, além de minerais. Esta fruta desempenha um papel
importante na economia brasileira, uma vez que o pais emergiu como o
maior produtor ¢ consumidor de maracuja do mundo, respondendo por
quase 60% da produgdo mundial (CORREA et al., 2016). Considerando
estes fatores, o suco de maracujd pode ser uma matriz em potencial para
a incorporacdo de probidticos.

No entanto, a adi¢do de probidticos em sucos de frutas é mais
complexa quando comparada a formulacdo de produtos lacteos
probiodticos. Os principais desafios enfrentados neste caso se devem a
algumas caracteristicas intrinsecas a estes produtos, como alta
concentracdo de acidos organicos e condi¢des de baixo pH, associados a
outros fatores, como tempo de estocagem e temperatura, condi¢des
consideradas desfavoraveis para a manutengdo da viabilidade dos
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probidticos (MARTINS et al., 2013). No entanto, para que seus efeitos
benéficos a satide sejam alcancados, os probidticos devem permanecer
viaveis em quantidades adequadas em um produto alimenticio durante sua
fabricagdo e ao longo de sua vida util (SAAD et al., 2013).

Além disso, os sucos de frutas sdo considerados produtos
altamente pereciveis ¢ contém uma grande quantidade de agua,
aumentando seu custo de transporte. Nesse sentido, o desenvolvimento de
sucos de frutas em pd adicionados de probidticos é uma alternativa
interessante para a inddstria de alimentos, resultando em produtos mais
estaveis, ocupando menores volumes e, consequentemente, mais faceis de
transportar e armazenar (SHISHIR; CHEN, 2017).

A técnica de secagem por spray drying ¢ a mais comumente
utilizada na produ¢@o de sucos em p6. Além disso, também ¢ largamente
empregada para a microencapsulacio de componentes bioativos,
incluindo os microrganismos probioticos, conferindo protecdo contra
condi¢des ambientais adversas, além de melhorar seu processamento bem
como sua estabilidade durante o armazenamento (CELLI; GHANEM;
BROOKS, 2015). Além de ser um processo de secagem rapida, essa
técnica apresenta outras vantagens, tais como seu custo relativamente
baixo, simplicidade de uso e capacidade de operacdo continua. No
entanto, as altas temperaturas empregadas nesse processo € o baixo teor
de umidade nos produtos resultantes sdo condi¢des que podem prejudicar
a integridade celular, levando a uma diminuigdo na sobrevivéncia das
células probioticas durante a secagem e subsequente estocagem
(MARTIN etal., 2015). Ademais, os elevados teores de agtcares de baixa
massa molecular e 4cidos organicos na composi¢ao do suco de maracuja
afetam sua secagem, uma vez que causam problemas de aderéncia a
camara de secagem, resultando em baixo rendimento de processo e
dificuldades de operacdo (CANO-CHAUCA et al., 2005). Nesse sentido,
diferentes agentes carreadores, principalmente polissacarideos, podem
ser utilizados para a microencapsulagdo de sucos probidticos, a fim de
superar essas limitagdes.

As maltodextrinas, que sdo carboidratos formados pela hidrélise
parcial de amidos, tém sido amplamente utilizadas como agentes
encapsulantes para a microencapsulagdo de culturas probioticas por spray
drying, devido ao seu baixo custo e eficacia (ARSLAN et al., 2015;
BARBOSA; BORGES; TEIXEIRA, 2015). Além disso, polissacarideos
com propriedades prebidticas, tais como a inulina, também tém sido
aplicados como agentes encapsulantes de microrganismos probidticos,
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visando aumentar sua taxa de sobrevivéncia durante o processo de
secagem ¢ ao longo de todo o periodo de armazenamento (FRITZEN-
FREIRE et al., 2012; AVILA-REYES et al., 2014; PINTO et al., 2015).

No entanto, até o0 momento, estudos acerca da aplicacdo da técnica
de microencapsulacdo por spray drying para a produgdo de sucos
probidticos ainda sdo escassos e majoritariamente envolvem o uso de
culturas probidticas pertencentes ao género Lactobacillus. Desse modo, o
objetivo deste estudo foi desenvolver um novo produto probidtico nao
lacteo, composto de suco de maracuja incorporado com Bifidobacterium
animalis ssp. lactis BB-12, microencapsulado por spray drying. Os sucos
de maracuja probidticos em pd produzidos com diferentes agentes
encapsulantes foram caracterizados em relagdo as suas propriedades
fisicas e tecnologicas. Além disso, a viabilidade das bactérias
microencapsuladas e a estabilidade das microcapsulas foram avaliadas
apos o processo de spray drying e durante 30 dias de armazenamento a 4
e 25 °C.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Preparo do suco de maracuja

O suco de maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) foi
obtido a partir da polpa integral da fruta congelada, sem adi¢ao de aditivos
(DeMarchi, Jundiai, Brasil), adquirida no comércio local, em
Florianépolis, Santa Catarina. A polpa foi descongelada e misturada com
agua destilada na proporcao de 1:1 (m/m). O suco obtido foi filtrado duas
vezes com auxilio de um filtro tipo dessorador, para reduzir a quantidade
de solidos suspensos e fragmentos de sementes, com o intuito de prevenir
o entupimento do bico atomizador. O suco de maracuja foi analisado em
relacdo a sua composi¢do fisico-quimica e apresentou as seguintes
caracteristicas: 5,00 = 0,02 g 100 g'! s6lidos soltveis, acidez titulavel de
1,37 £ 0,03 g 100 g! 4cido citrico e pH de 3,09 + 0,03.

2.2 Preparo da suspensio de células probioticas

Cultura pura liofilizada de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(Nu-trish® BB-12®, Chr. Hansen, Honsholm, Dinamarca) foi reidratada
conforme o procedimento descrito por Fritzen-Freire et al. (2012) e
armazenada como solug@o estoque em frascos estéreis a -20 = 1 °C. O
preparo da suspensdo de células foi realizado conforme descrito por
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Rodrigues et al. (2011) com algumas modifica¢des. A solucdo estoque foi
adicionada ao caldo MRS (Difco, Sparks, EUA) modificado com adigéo
de 0,2 g 100 g'! de cloreto de litio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e 0,3 g
100 g ! de propionato de sodio (Fluka, Neu -Ulm, Alemanha) e incubada
em jarras de anaerobiose contendo AnaeroGen® (Oxoid, Hampshire,
Reino Unido) a 37 = 1 °C por 48 horas. Apos o periodo de incubag@o, as
células foram coletadas por centrifugagdo (1.000 x g, 15 min, 25 °C; Nova
Técnica, Sao Paulo, Brasil), o sobrenadante foi descartado e as células
lavadas trés vezes por centrifugacdo com solugéo salina estéril 0,85 g 100
mL. Apos as sucessivas lavagens, os precipitados de células foram
ressuspensos em solu¢do salina estéril. A contagem final de
Bifidobacterium BB-12 na suspensdo bacteriana foi de 9,31 £+ 0,02 log
UFC mL"! em solugdo salina, através de plaqueamento em meio agar
MRS-LP conforme descrito detalhadamente no item 2.4.

2.3 Microencapsulacio por spray drying
2.3.1 Preparo das solugdes de alimentagdo

Trés solugdes de alimenta¢do foram preparadas combinando o
suco de maracuja e maltodextrina DE 16,5-19,5 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, EUA) e /ou inulina (Orafti® HPX, Orafti, Tienen, Bélgica, com
grau de polimerizacao (DP) > 23) como agentes encapsulantes, conforme
descrito a seguir: PFM, preparado com 200 g L' de maltodextrina; PFMI
com 100 g L' de maltodextrina e 100 g L' de inulina; e PFI com 200 g
L' de inulina. Todas as solugdes de alimentagdo foram homogeneizadas
e tratadas termicamente a 80 °C por 1 minuto. Subsequentemente, as
solugdes foram resfriadas a 25 °C e inoculadas com 100 mL L' da
suspensao de células de Bifidobacterium BB-12.

2.3.2 Spray drying

O processo de microencapsulagdo foi realizado em spray dryer de
escala laboratorial (Buchi B-290 Mini Spray Dryer, Flawil, Suiga),
operado com temperatura de entrada de ar de 130 = 3 © C e temperatura
de saida de 45 + 3 °C. As solugdes de alimentacdo contendo
Bifidobacterium BB-12 foram mantidas sob agitagdo magnética constante
em temperatura ambiente e introduzidas na camara de secagem utilizando
uma bomba peristaltica com taxa de vazio de alimentagdo de 6 mL.min
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I, taxa de fluxo de ar de secagem de 35 m*h'! e pressdo de atomizagdo de
0,7 MPa. Os pos obtidos foram transferidos para frascos plasticos de
polipropileno estéreis e armazenados sem controle de umidade relativa e
na auséncia de luz a 25 = 1 °C em uma estufa B.O.D e sob refrigeracdo a
4+1°C.

A avaliag¢@o das microcapsulas em relacdo a morfologia, tamanho
de particula, densidades aparente e compactada, propriedades de fluxo,
higroscopicidade, grau de aglomeragdo e analise termogravimétrica foi
realizada apds o processo de secagem, enquanto que as analises de
umidade, atividade de agua, solubilidade em agua e cor, bem como a
viabilidade de bifidobactérias, foram realizadas nos dias 1, 15 ¢ 30 de
armazenamento, a 4 € 25 °C.

2.4 Viabilidade das bifidobactérias microencapsuladas apé6s o spray
drying e durante o armazenamento

Com o objetivo de determinar as contagens de células vidveis,
primeiramente as bifidobactérias foram liberadas das microcapsulas
utilizando tampdo fosfato (0,1 mol L, pH 7,0), conforme o método
proposto por Sheu, Marshall e Heymann (1993). As bifidobactérias foram
enumeradas utilizando Agar MRS modificado com a adigéo de 0,2 g 100
g’ de cloreto de litio € 0,3 g 100 g!' de propionato de sddio, conforme
descrito por Vinderola e Reinheimer (2000). As placas foram incubadas
em jarras de anaerobiose contendo AnaeroGen® a 37 + 1 °C por 72 horas.
A sobrevivéncia de bifidobactérias apos a microencapsulagdo por spray
drying foi expressa pela reducdo logaritmica da contagem de células
viaveis, conforme descrito na Equagéo 2.1.

Redugao logaritmica = Log Ny — Log N 2.1

Onde Ny corresponde ao niimero de células viaveis (UFC g!, base seca)
nas solugdes de alimentacdo antes da secagem e N corresponde ao nimero
de células viaveis (UFC g”!, base seca) nas microcapsulas. A viabilidade
das bifidobactérias foi expressa em log unidade formadora de colonia por
grama (log UFC g).

2.5 Eficiéncia de encapsulacio (EE)

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) corresponde a taxa de
sobrevivéncia do  microrganismo  durante o  processo de
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microencapsulagdo e foi calculada utilizando a Equacdo 2.2, conforme
proposto por Simpson et al. (2005).

EE % = (N/N,) X 100 (2.2)

Onde N ¢ o ntimero de células viaveis (log UFC g™!, base seca) liberadas
das microcapsulas € No é o niimero de células viaveis (log UFC g™!, base
seca) na solucdo de alimentagdo antes do processo de secagem por spray
drying. A contagem de células viaveis foi realizada conforme descrito na
Secao 2.4.

2.6 Caracterizacio dos sucos de maracuja probidticos em pé
2.6.1 Morfologia e tamanho de particula

A morfologia e o tamanho de particula foram avaliados utilizando
microscopio eletronico de varredura Jeol, modelo JSM 6390 LV (Jeol,
Toéquio, Japao), a uma voltagem de aceleragdo de 10 kV. As amostras
foram previamente fixadas em suportes e revestidas com ouro, em
equipamento de pulverizag¢do catodica sob vacuo (Leica, EM SCD 500,
Wetzlar, Alemanha). O didmetro médio das particulas foi medido a partir
das micrografias obtidas em sua ampliagdo original, utilizando o software
Image J (versdo 1.49; http://rsb.info.nih.gov/ij/) e 300 particulas de cada
uma das diferentes formulagdes de suco em pé probidtico foram medidas.

2.6.2 Umidade e atividade de dgua

O teor de umidade foi determinado gravimetricamente através de
secagem em estufa a vacuo a 70 °C, até peso constante (AOAC, 2005). A
atividade de agua das microcapsulas foi mensurada a 25 °C, utilizando
um analisador de atividade de agua Aqualab 4TE (Decagon Devices,
Pulmann, WA, EUA).

2.6.3 Densidade aparente e compactada

A densidade aparente (p,p) foi determinada conforme descrito por
Sahin-Nadeem et al. (2013). Para tal, 2 g de p6 foram transferidos para
um cilindro graduado de 10 mL e o volume ocupado foi registrado. A
densidade aparente foi calculada como a razdo entre a massa de p6 contida
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no cilindro e o volume ocupado. Para determinar a densidade compactada
(pep), 0 mesmo cilindro foi batido gentilmente 100 vezes sobre uma
superficie emborrachada, a partir de uma altura de 10 cm e o volume da
amostra apds a compactacdo foi registrado (JINAPONG;
SUPHANTHARIKA; JAMNONG, 2008). Os valores de densidade foram
expressos em g mL~ !

2.6.4 Propriedades de fluxo

A fluidez das amostras foi avaliada a partir do indice de Carr (CI)
e razdo de Hausner (HR), de acordo com Bhusari, Muzaffar ¢ Kumar
(2014). Tanto o CI como a HR foram calculados a partir das densidades
aparente (pap) € compactada (pep) dos pos usando as Equagdes (2.3) e
(2.4), respectivamente.

Cl (%) = % X 100 2.3)

cp

HR =P (2.4)

Pap

2.6.5 Higroscopicidade

Para a determinacdo da higroscopicidade, porg¢des de 1 g de cada
amostra de pd foram colocadas em um dessecador contendo solucdo
saturada de cloreto de sodio (75,3% UR), mantido a 25 °C em estufa
B.O.D. Apo6s 7 dias (168 horas), atingido o equilibrio (massa constante),
as amostras foram pesadas e a higroscopicidade foi expressa como g de
umidade adsorvida por 100 g de s6lidos secos (g 100 g') (CAI; CORKE,
2000; FRITZEN-FREIRE et al., 2012).

2.6.6 Grau de aglomeracao (caking)

O grau de aglomeragdo (caking) dos sucos probidticos em po foi
determinado a partir do método descrito por Fontes et al. (2014) com
algumas modificagdes. Apos a determinagdo da higroscopicidade, a
amostra umida foi submetida a secagem em estufa a 70 °C, até peso
constante. Ap6s o resfriamento em um dessecador, a amostra seca foi
pesada e transferida para uma peneira com abertura de 500 um. A peneira
foi entdo agitada manualmente por 5 minutos. A massa do pé retida na
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peneira foi medida, e o grau de aglomeragao foi calculado a partir da
Equacdo 2.5.

Grau de aglomeragao (%) = 100 X % (2.5)

Onde a ¢ a quantidade de p6 (g) retido na peneira apos o peneiramento e
b corresponde a quantidade de po inicialmente colocada na peneira (g).

2.6.7 Solubilidade em agua

A solubilidade em 4gua foi avaliada de acordo com o método
proposto por Fernandes, Borges ¢ Botrel (2014). Os pds foram pesados
(1 g) e agitados em 25 mL de dgua destilada por 5 minutos, utilizando um
agitador magnético. A solucdo foi centrifugada a 760 x g durante 10 min
(Z-200, Hermle, Wehingen, Alemanha). Uma aliquota de 20 mL do
sobrenadante foi transferida para uma placa de Petri previamente pesada,
e submetida a secagem em estufa a 105 °C overnight. A solubilidade foi
calculada como a porcentagem de sobrenadante seco em relagdo a
quantidade de p¢ inicial.

2.6.8 Analise de cor

A cor das amostras foi determinada utilizando colorimetro Minolta
Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta, Osaka, Japao) ajustado para
operar com iluminante D65 e angulo de observagdo de 2°, previamente
calibrado. A escala de cor CIELab foi empregada para medir os
parAmetros L*, a* e b". A diferenca total de cor (AE™) entre os valores
observados no inicio e ao final do periodo de armazenamento dos pés foi
calculada de acordo com a Equagéo 2.6.

AE" = J[(L*tl S L )P (@ — @' )+ (b — b)) (26)

Na qual L*, a" ¢ b sdo as coordenadas de cor no tempo inicial (t;) € no
trigésimo dia de armazenamento (t3). Os valores AE" foram classificados
conforme descrito por Cserhalmi et al. (2006), levando-se em
consideragdo a percep¢do do olho humano.
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2.6.9 Analise termogravimétrica (TGA/DTG)

As analises termogravimétricas foram realizadas utilizando uma
termobalan¢a TGA-50 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). Aproximadamente 10
mg de amostras foram pesadas em panelas de aluminio e aquecidas de 25
a 500 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C min! sob atmosfera
dindmica de nitrogénio (70 mL min!). As curvas termogravimétricas
(TGA) e suas respectivas derivadas (DTG) foram calculadas com o
software TA-60 WS. Temperaturas de taxa maxima de degradagio (Tmax)
foram coletadas dos maximos dos picos das curvas de DTG. As curvas de
TGA/ DTG foram construidas com as matérias primas desidratadas e as
diferentes formulagdes de suco probidtico obtidas por spray drying,
exceto para o suco de maracuja, que foi desidratado por liofilizagdo
devido ao seu alto teor de acticares de baixa massa molecular e acidos
organicos.

2.7 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando o software
STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). A analise de varidncia
(ANOVA) foi aplicada para determinar diferengas significativas (p <
0,05) entre as amostras, ¢ diferencas entre as médias foram detectadas
pelo teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas em triplicata,
exceto para morfologia, tamanho de particula e andlise
termogravimétrica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eficiéncia de encapsulacio e viabilidade das bifidobactérias
microencapsuladas ap6s o spray drying e durante o armazenamento.

A contagem de células viaveis nas solu¢des de alimentagdo e nas
microcapsulas imediatamente apds o processo de spray drying e as
eficiéncias de encapsulacdo sdo mostradas na Tabela 2.1.

As eficiéncias de encapsula¢do foram significativamente afetadas
pela composicdo das solugdes de alimenta¢do. A amostra PFM, produzida
apenas com maltodextrina, apresentou a maior (p <0,05) redugdo na
viabilidade celular, correspondendo a cerca de 20% da populagdo de
células de B. animalis subsp. lactis BB-12 inicialmente adicionada a
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solugdo de alimentagdo, resultando na menor (p <0,05) eficiéncia de
encapsulagdo dentre as formulagdes. Em contraste, para as amostras
PFMI e PFI, as redugdes observadas nas contagens de células viaveis apos
o processo de spray drying foram menores, resultando em maiores
eficiéncias de encapsulagdo, correspondentes a 84,40 e 86,67%,
respectivamente. Estes resultados sugerem que a presenga de inulina, um
componente prebidtico, influenciou positivamente a sobrevivéncia das
bifidobactérias durante o processo de microencapsulagdo, provavelmente
devido a sua atuagdo como termoprotetor para as células submetidas ao
processo de secagem, prevenindo a ruptura da membrana celular, estando
de acordo com o que foi relatado anteriormente por Fritzen-Freire et al.
(2012). De acordo com Lian, Hsiao e Chou (2002), os agentes
encapsulantes possuem diferentes propriedades fisico-quimicas e tais
diferengas podem influenciar o seu grau de protecdo sobre as bactérias
encapsuladas quando expostas ao estresse térmico durante a secagem por
spray drying, e assim, resultar em diferentes niveis de sobrevivéncia das
bifidobactérias.

Além disso, as altas eficiéncias de encapsulagdo, acima de 75%,
observadas no presente estudo também podem ser atribuidas a baixa
temperatura de saida (45 = 3 ° C) que foi mantida durante a secagem, o
que provavelmente minimizou a ocorréncia de danos causados pelo calor
as células das bifidobactérias. As eficiéncias de encapsula¢do obtidas
neste estudo podem ser consideradas satisfatorias e foram similares as
obtidas em outros estudos. Pereira et al. (2013) relataram que as taxas de
sobrevivéncia de L. casei NRRL B-442 apos o processo de secagem
foram de 77 e 82%, quando 20% de maltodextrina e uma mistura de
maltodextrina (10%) e goma arabica (10%) foram utilizados como
agentes carreadores, respectivamente. Ja Anekella e Orsat (2013)
obtiveram 81,17% de sobrevivéncia para as condi¢des otimizadas de
microencapsulagdo de probidticos em suco de framboesa por spray

drying.
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Tabela 2.1: Contagem de células vidveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 antes
e apds o processo de microencapsulacdo do suco de maracuja usando inulina e
maltodextrina como agentes carreadores e eficiéncias de encapsulacao (EE).

Numero de células viaveis

(UFC g 3
Antes spray- Apés Reducao log
(Log No-log EE (%)
drying spray-drying N)
Log No Log N

PFM  8,88+0,01° 7,03 £0,01¢ 1,86 +0,01* 79,11 £0,08°
PFMI 8,88 +0,01° 7,51 £0,01° 1,39+0,02° 84,40 +0,24°
PF1 9,04 = 0,05* 7,84 £ 0,08 1,21 £0,08° 86,67 +0,86*

Resultados estdo expressos como média + desvio padrao (n=3)

a¢ Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas
significativas (p <0,05) entre as microcépsulas

PFM: microcéapsulas produzidas com 200 g L' de maltodextrina; PFMI:
microcapsulas produzidas com 100 g L' de maltodextrina e 100 g L' de inulina;
¢ PFI: microcapsulas produzidas com 200 g L'! de inulina.

Os resultados referentes a viabilidade celular de Bifidobacterium
BB-12 nos sucos de maracujd microencapsulados durante o
armazenamento a 4 ¢ 25 °C estdo apresentados na Tabela 2.2. Durante o
periodo de armazenamento, os valores de contagem de bifidobactérias
para todas as amostras armazenadas a 4 °C foram superiores a 6 log UFC
g, que é o valor limiar recomendado para que um alimento exerga seus
beneficios probidticos no hospedeiro (MACIEL et al., 2014). Todas as
microcapsulas armazenadas a 4 °C apresentaram um aumento (p <0,05)
na viabilidade durante os 30 dias de armazenamento, em compara¢ao com
as contagens iniciais. No entanto, este aumento ndo pode ser atribuido a
multiplica¢do celular, e provavelmente ocorreu como consequéncia da
recuperacgdo de células lesadas sub-letalmente apds o processo de spray
drying (PICOT; LACROIX, 2004). Tripathi ¢ Giri (2014) relataram que
o emprego de altas temperaturas e a rapida desidratacdo durante o
processo de secagem s3o as principais causas de estresse as células
bacterianas e perda de viabilidade, tendo em vista a ocorréncia de um
aumento da permeabilidade celular, além de danos as membranas
celulares e ao material genético. Esses resultados positivos para o
armazenamento refrigerado das microcapsulas podem ser explicados pela
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manutencdo das bifidobactérias em estado de laténcia em baixas
temperaturas, condi¢ao em que as taxas de reagdes quimicas sdo menores
e, portanto, permitem que as células se recuperem das condigdes de
estresse (PEDROSO et al., 2012).

Tabela 2.2: Viabilidade de B. animalis subsp. lactis BB-12 nas diferentes
formulagdes de suco de maracujd microencapsulado, durante 30 dias de
armazenamento a 4 e 25 °C.

Niumero de células viaveis (log UFC g™)

. Temp.
Dias ©C)
PFM PFMI PFI

0 4 7,03 £0,018¢ 7,51 £0,01¢0 7,84 +£ 0,088
25 7,03 £0,018¢ 7,51 +£0,01¢0 7,84 +£ 0,088

15 4 8,09 +0,014° 8,04 + 0,065 8,39 +£0,0142
25 4,27 £0,13¢¢ 5,33 £0,09" 7,62 + 0,098

30 4 8,08 +0,014° 8,37 +0,0242 8,41 +0,04%2
25 ND ND 6,61 +£0,01¢

ND = Nao detectado (perda total da viabilidade).

Resultados expressos como média + desvio padrao (n=3).

AD [ etras maitsculas diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas
significativas (p < 0,05) entre os dias de armazenamento e temperaturas para uma
mesma amostra estudada.

*¢ Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma linha indicam diferengas
significativas (p < 0,05) entre as amostras para um mesmo periodo de
armazenamento € temperatura.

PFM: microcéapsulas produzidas com 200 g L' de maltodextrina; PFMI:
microcapsulas produzidas com 100 g L' de maltodextrina e 100 g L' de inulina;
¢ PFI: microcapsulas produzidas com 200 g L' de inulina.

Para as amostras mantidas a 25 °C, esse efeito de recuperacdo
celular ndo foi observado, uma vez que estas apresentaram valores
decrescentes (p <0,05) para a viabilidade das bifidobactérias durante o
periodo de armazenamento. As contagens de células viaveis nas
microcapsulas PFM e PFMI apresentaram redugdes de 2,76 e 2,18 log
UFC g, respectivamente, dentro do periodo de 15 dias de
armazenamento, resultando em contagens de células vidveis abaixo do
recomendado para produtos probidticos. No 30° dia de armazenamento,
ndo foi possivel enumerar células vidveis para estas amostras nesta
temperatura. Resultados semelhantes foram relatados por Pereira et al.
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(2013), que avaliaram a viabilidade de Lactobacillus casei NRRL B-422
em suco de caju desidratado por spray drying durante 35 dias de
armazenamento a 4 ¢ 25 °C. Estes autores observaram uma redu¢ao na
contagem de células vidveis para as amostras armazenadas em 25 °C e
apos 21 dias essas amostras apresentaram perda total de viabilidade. De
acordo com Meng et al. (2008), o comprometimento da viabilidade
celular durante o armazenamento em temperaturas mais elevadas pode
estar relacionado com a oxidacdo da membrana lipidica das células
bacterianas, o que leva a alteragdes em sua composi¢do e induz danos ao
DNA, resultando em morte celular. Além disso, temperaturas de
armazenamento mais altas também implicam em um aumento da
atividade metabolica dos microrganismos, o que pode resultar no acumulo
de metabolitos toxicos, que sdo prejudiciais a sua viabilidade
(RANADHEERA et al., 2015). O efeito negativo da temperatura sobre a
estabilidade de culturas probidticas microencapsuladas ao longo do
armazenamento também foi observado por outros autores (SAARELA et
al., 2006;SHAMEKHI et al., 2013; ANEKELLA; ORSAT, 2014;
YONEKURA et al., 2014).

Em relacdo a amostra PFI, houve um comportamento distinto em
relagdo as demais amostras armazenadas a 25 °C. Embora tenha sido
observada uma redugéo (p <0,05) de 1,23 log UFC g! no periodo 30 dias
de armazenamento, a contagem de células viaveis permaneceu acima de
6 log UFC g!, garantindo assim a propriedade probidtica desta amostra.
Neste caso, o melhor desempenho da amostra PFI em relagdo a
manutengdo da viabilidade celular pode ser explicado pela maior
proporcao de inulina na composicdo das microcapsulas, o que pode ter
proporcionado melhor protegdo as bifidobactérias microencapsuladas
durante o armazenamento a 25 °C. Além disso, a maior concentracao de
inulina usada nesta formulagdo de microcéapsulas resultou em uma menor
taxa de lesdo celular apos o processo de secagem, conforme discutido
anteriormente, tornando as bifidobactérias menos sensiveis aos efeitos do
armazenamento a temperatura ambiente. Este resultado esta de acordo
com os obtidos por Okuro et al. (2013), que observaram que a presenga
de inulina ou polidextrose aumentou a viabilidade celular de
Lactobacillus acidophilus em microcapsulas lipidicas solidas, em
compara¢do com amostras sem adicdo de prebioticos, durante o
armazenamento em diferentes temperaturas.
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3.2 Caracteriza¢ao dos sucos de maracuja probidticos em po

A Figura 2.1 mostra as micrografias das diferentes formulagdes de
microcapsulas de suco de maracuja probiotico. Foi possivel observar que
o uso de diferentes materiais de parede afetou diretamente a morfologia
das particulas. Para a amostra PFM (Figura 2.1a), que foi produzida com
maltodextrina, a maioria das particulas apresenta menor grau de
aglomeracdo e formas esféricas irregulares com algumas concavidades e
superficies com aparéncia enrugada. Segundo Teixeira et al. (2004), as
concavidades na superficie sdo formadas devido ao encolhimento das
particulas durante os estdgios iniciais do processo de secagem. Ja a
aparéncia enrugada da superficie estd relacionada a formagdo lenta do
filme que constitui as microcapsulas durante a secagem das goticulas
atomizadas, associada ao uso de baixas temperaturas de secagem. Neste
caso, a difusdo da dgua € mais lenta, e a camada externa das microcapsulas
permanece Umida e flexivel por mais tempo, ocasionando em particulas
murchas e/ou enrugadas quando resfriadas (NIJDAM; LANGRISH,
2006).

Figura 2.1: Micrografias das microcépsulas de suco de maracuja contendo
Bifidobacterium BB-12 produzidas com: (a) maltodextrina (PFM), (b)
maltodextrina e inulina (PFMI) e (c) inulina (PFI).

Em rela¢do ao uso de inulina, ambas as amostras PFMI e PFI
(Figuras 2.1b e 2.1c) apresentaram formas esféricas irregulares, bem
como um grande numero de particulas fundidas e aglomeradas. A
ocorréncia de aglomeragdo nestas amostras foi mais pronunciada e pode
estar relacionada a viscosidade causada pela baixa temperatura de
transi¢do vitrea da inulina (RAJAM; ANANDHARAMAKRISHNAN,
2015). Para todas as amostras, as micrografias revelaram a auséncia de
fissuras visiveis ou danos na superficie da maioria das particulas,
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indicando uma permeabilidade reduzida ao ar, o que poderia fornecer
melhores condigdes para as bifidobactérias. Além disso, ndo foram
observadas células livres na superficie ou no exterior das particulas,
confirmando que a utilizacdo da técnica de spray drying foi eficaz na
formagdo das microcapsulas, para todos os agentes encapsulantes
utilizados.

O tamanho das microcapsulas variou entre 10,65 e 16,52 um
(Tabela 2.3). Esses valores de tamanho de particula estdo dentro da faixa
esperada para pos produzidos por spray drying, que, segundo Fang e
Bhandari (2010), podem variar entre 10 a 100 um. Observou-se que os
tamanhos das particulas foram significativamente afetados (p <0,05)
pelos diferentes agentes encapsulantes utilizados. A producdo de
particulas com maior tamanho médio na presenca de maior concentragdo
de inulina pode estar relacionada a capacidade desse polissacarideo em
formar solugdes com alta viscosidade (MENSINK et al., 2015a). Tonon
et al. (2009) relataram que o tamanho médio das gotas atomizadas varia
diretamente em relacdo a viscosidade do liquido. Assim, quanto maior a
viscosidade da solu¢fo de alimentacdo, maiores sdo as goticulas formadas
durante o processo de atomizacdo e, consequentemente, maiores
particulas de p6 sdo obtidas. Bhandari et al. (2013) relataram que tanto a
morfologia quanto o tamanho das particulas em um alimento em p6 séo
caracteristicas conhecidas por afetar muitas outras de suas propriedades,
incluindo a densidade aparente, fluidez, compactacdo, reidratagcdo e
solubilidade.

A Tabela 2.3 apresenta as caracteristicas de densidades aparente e
compactada, os indices de Carr e Hausner, bem como as propriedades de
higroscopicidade e grau de aglomeragdo dos sucos probiodticos
microencapsulados. Em relagdo a densidade aparente, ndo foram
observadas diferengas significativas (p > 0,05) entre as amostras. No
entanto, os valores para densidade compactada diferiram
significativamente (p < 0,05) entre as amostras e variaram entre 0,53 ¢
0,57 gmL!. Isto pode ser explicado pela forma como essas duas medidas
sdo obtidas, ja que a medi¢ao da densidade aparente de um pé leva em
consideragdo a contribui¢do do volume vazio entre as particulas,
dependendo de sua disposi¢do espacial no instrumento de medicao,
densidade de particulas e também a quantidade de ar retido entre as
particulas (FITZPATRICK, 2013). Por outro lado, na densidade
compactada, as particulas sofrem um rearranjo por a¢do mecénica,
preenchendo os espagos vazios na massa do po. Neste caso, a diferenca
de densidade entre as amostras pode estar relacionada a porosidade das
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particulas e a forgas de atragio interparticulares (BARBOSA-CANOVAS
et al., 2005). A densidade compactada ¢ uma caracteristica importante
relacionada a embalagem, transporte e armazenamento de alimentos em
p6. Um produto seco que possui alta densidade implica em menor volume
de embalagem (QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLL 2011).

Tabela 2.3: Caracterizagdo das microcapsulas de sucos de maracuja probiotico
preparadas com diferentes agentes encapsulantes, em relagdo ao tamanho de
particula, densidades, propriedades de fluxo, higroscopicidade e grau de
aglomeragdo (caking)

Microcapsulas

PFM PFMI PFI
aal‘lga“h" departicula 6 05 408 12,62+437 16,52+ 525
Densidade aparente 035+0,01° 036+0,01° 035+0,01°
(g mL™)
Densidade compactada 53, o gop . 57:10,010 0,56+ 0,02t
(g mL™)
fndice de Carr (%)  3637+0,68 37,11+1,20° 34,73 = 1,84°
Razio de Hausner 1,57 £ 0,022 1,55+ 0,032 1,53 +£0,042
Higroscopicidade 17470240 14,46+034> 10,70 £0,11¢
(100 g") ~
((:f/“*)‘“ deaglomeragdo g9 53, 0310 44370350 27,32+0,62¢

(1]

Resultados expressos como média + desvio padrao.

* Em uma mesma linha, letras diferentes sobrescritas indicam diferengas
significativas (p < 0,05) entre as microcapsulas.

PFM: microcdpsulas produzidas com 200 g L' de maltodextrina; PFMI:
microcépsulas produzidas com 100 g L' de maltodextrina € 100 g L! de inulina;
€ PFI: microcépsulas produzidas com 200 g L™ de inulina.

As propriedades de fluxo dos pos foram avaliadas através do indice
de Carr e da razdo de Hausner. Todas as microcépsulas apresentaram
caracteristicas de fluxo semelhantes. Os valores para o indice de Carr
variaram de 34,73 a 37,11%, e ndo foram observadas diferencas
significativas entre as amostras (p> 0,05). De acordo com a classificagdo
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de Carr, as amostras apresentaram fluidez muito ruim, o que pode
acarretar em dificuldades no manuseio das amostras em pd. Do mesmo
modo, os valores para a razdo de Hausner também foram elevados,
indicando que as microcapsulas obtidas neste estudo apresentaram maior
compressibilidade e coes@o e, portanto, menor capacidade de fluir
livremente. De acordo com Bhusari, Muzaffar ¢ Kumar (2014), a baixa
fluidez para pds produzidos por spray drying se deve principalmente ao
reduzido tamanho das particulas, resultando em maior area de contato
entre as particulas, disponiveis para forcas de coesdo e atrito, que
ocasionam maior resisténcia ao fluxo.

A higroscopicidade e o grau de aglomeracdo foram avaliados nas
microcapsulas a fim de obter informacdes sobre sua estabilidade fisica,
em caso de armazenamento em condigoes de alta umidade relativa
(Tabela 2.3). O uso de diferentes agentes encapsulantes afetou
significativamente (p <0,05) a higroscopicidade das microcapsulas. As
microcapsulas produzidas somente com maltodextrina (PFM) foram as
mais higroscopicas. A ocorréncia de adsor¢ao de agua por um carboidrato
pode ser atribuida as ligagdes entre o hidrogénio das moléculas de dgua e
os grupos hidroxila disponiveis nas regides amorfas de suas estruturas.
Sendo assim, a maior higroscopicidade atribuida a maltodextrina com DE
20 ocorreu devido a sua estrutura quimica, com grande numero de
ramificagcdes com grupos hidrofilicos disponiveis, que podem facilmente
se ligar as moléculas de dgua presentes no ar ambiente durante 0 manuseio
das amostras em pd, bem como durante o armazenamento (GOULA;
ADAMOPOULOS, 2008). Em contraste, as microcapsulas produzidas
com inulina apresentaram os menores (p <0,05) valores para este
pardmetro. Comportamento semelhante foi observado por Fernandes,
Borges e Botrel (2014), que relataram que a presenca de inulina em
microcapsulas de dleo essencial de alecrim causou uma diminui¢do na
higroscopicidade das mesmas sob condi¢do de alta umidade relativa. De
acordo com Mensink et al. (2015b), a inulina com maior grau de
polimerizagdo apresenta menos grupos redutores em sua estrutura, maior
temperatura de transicdo vitrea e, portanto, menor tendéncia a absorver a
umidade ambiente. Além dos agentes encapsulantes, a presenca de acidos
organicos amorfos e agucares no suco de maracuja também confere as
microcapsulas uma caracteristica altamente higroscopica (BHANDARI;
DATTA; HOWES, 1997). Valores semelhantes de higroscopicidade
foram obtidos por Kalita et al. (2018) para microencapsulacdo de
Lactobacillus plantarum em suco de lichia com maltodextrina, fruto-
oligossacarideo (FOS) e pectina.
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Em relacdo ao grau de aglomeragdo, os resultados obtidos podem
ser relacionados com a higroscopicidade, onde quanto maior for a
higroscopicidade, maior o grau de aglomeragdo. Segundo Aguilera, Del
Valle e Karel (1995), caking ¢ um fendmeno no qual p6s amorfos de fluxo
livre se agregam para formar aglomerados maiores de particulas, através
de um processo dependente do tempo, sendo transformados em um
material indesejavel e pegajoso, resultando em perda da estrutura fisica
original e, consequentemente, em perda da funcionalidade e qualidade. A
aglomeragéo de p6s amorfos é fortemente dependente da umidade relativa
(UR) do ar ambiente. Apos a exposi¢do a UR de 75% por um periodo de
sete dias, as microcapsulas produzidas apenas com maltodextrina (PFM)
apresentaram o maior grau de aglomeragdo, de 88%. Nesta amostra, a
adsorcdo de 4gua promoveu uma perda da estrutura inicial das
microcapsulas, transformando-se em um aglomerado completamente
pegajoso, devido ao efeito plastificante da d4gua, como pode ser observado
na Figura 2.2 (2).
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Figura 2.2: Efeito da adsorcdo de umidade durante a determinagdo de
higroscopicidade no aspecto fisico das amostras em po. (1) Amostras antes da
determinagao da higroscopicidade; (2) Amostras apos 7 dias a 75,3% de umidade
relativa (UR). PFM: microcépsulas elaboradas com 200 g L! de maltodextrina;
PFMI: microcéapsulas com 100 g L' de maltodextrina e 100 g L' de inulina; e
PFL: microcapsulas com 200 g L' de inulina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de Dias et al. (2018).

A adsor¢do continua de 4gua resulta na aglomeragdo, devido a
formacdo de uma fase liquida entre as particulas de pd, fazendo com que
estas adiram fortemente (BOTREL et al., 2014). Comportamento
semelhante de aglomeracao foi observado por Fontes et al. (2014), para o
uso de maltodextrina com alto equivalente de dextrose (DE 20), o qual
resultou em uma menor temperatura de transi¢@o vitrea para uma bebida
prebiotica desidratada a base de suco de meldo. Considerando os
resultados da higroscopicidade e grau de aglomeragao, pode-se afirmar
que o uso de inulina como agente encapsulante do suco de maracuja
probidtico é desejavel para melhor conservacédo e estabilidade fisica das
microcapsulas.
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Com o objetivo de avaliar o efeito do armazenamento sob
diferentes condi¢des de temperatura sobre a estabilidade das
microcapsulas de suco de maracuja probidtico, algumas das propriedades
foram determinadas ao longo do periodo de armazenamento das amostras,
sendo estas: umidade, atividade de 4gua e solubilidade (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4: Caracteristicas das amostras de suco de maracuja probidtico microencapsulado, preparadas com diferentes agentes

encapsulantes, durante o armazenamento a 4 e 25 °C.

Amostras Dias Temp. (°C) Umidade (g 100 g') Atividade de 4gua Solubilidade em dgua (%)
PFM 1 4 4,28 +0,04 0,2918 £+ 0,002¢2 75,79 & 0,0448
15 4 4,37 £ 0,058 0,2934 + 0,0038 75,22 40,0542
30 4 4,52 £ 0,024 0,2942 £ 0,00242 74,64 + 0,198
1 25 4,29 +0,03B¢2 0,2919 + 0,005 75,42 +£0,0148
15 25 4,38 + 0,028 0,2936 + 0,0034ba 73,61 £0,41¢2
30 25 4,55 +£0,0342 0,2940 + 0,00342 73,04 + 0,02C2
PFMI 1 4 3,41 £0,02¢ 0,2849 + 0,003¢b 75,35 + 0,064°
15 4 3,49 + 0,048 0,2862 + 0,0028> 74,26 +0,188b
30 4 3,60 + 0,094 0,2874 + 0,0044b 73,75+ 0,07
1 25 3,42 £ 0,050 0,2845 + 0,002¢> 75,26 + 0,034
15 25 3,50 + 0,058 0,2866 + 0,0028> 73,57 £0,11¢2
30 25 3,62 +0,034b 0,2879 + 0,0044b 73,02 £ 0,08P2
PFI 1 4 2,37 +0,03¢¢ 0,2698 + 0,003¢¢ 63,07 £ 0,054¢
15 4 2,52 +0,028¢ 0,2741 £ 0,003B¢ 62,09 + 0,078
30 4 2,60 £ 0,054¢ 0,2756 + 0,0034¢ 61,32 £0,16¢¢
1 25 2,39 4+ 0,04¢¢ 0,2696 + 0,002¢¢ 63,08 + 0,044¢
15 25 2,53 +£0,038¢ 0,2738 £ 0,002B¢ 60,59 +0,12P°
30 25 2,61 £ 0,044¢ 0,2757 + 0,0054¢ 60,21 + 0,10P"

ADMeédias + desvio padrio (n = 3) com diferentes letras maitsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas significativas
(p <0,05) entre os diferentes periodos de armazenamento e as temperaturas para cada amostra estudada. *¢ Médias = desvio padrao
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(n =3) com diferentes letras minusculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p <0,05) entre as amostras
estudadas para o mesmo periodo de armazenamento e a mesma temperatura. PFM: microcapsulas produzidas com 200 g L™ de
maltodextrina; PFMI: microcapsulas produzidas com 100 g L' de maltodextrina e 100 g L' de inulina; e PFL: microcépsulas
produzidas com 200 g L'! de inulina.
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Quanto ao teor de umidade, as microcapsulas PFM, produzidas
apenas com maltodextrina, apresentaram os maiores valores, enquanto
que aquelas produzidas com inulina (PFI) apresentaram os menores
valores para este parametro. Este fato pode ser atribuido a estrutura
quimica da maltodextrina com DE 20, que confere alta caracteristica
higroscopica a essa formulag@o, conforme descrito detalhadamente
anteriormente. Esse mesmo comportamento foi observado por Tonon et
al. (2009), que avaliaram o efeito de agentes carreadores, incluindo
maltodextrinas, em suco de agai desidratado por spray drying. O maior
teor de umidade para a amostra PFM, com média de 4,28 g 100 g'! (Tabela
2.4), representa um aspecto negativo em relagdo a estabilidade desta
formulacdo, que pode estar relacionada & menor viabilidade das
bifidobactérias durante o armazenamento a 25 °C, conforme apresentado
anteriormente. Por outro lado, as demais amostras apresentaram teores de
umidade inferiores a4 g 100 g'!, que é o valor maximo recomendado para
garantir a estabilidade prolongada durante o armazenamento de alimentos
em pod, bem como a viabilidade dos microrganismos probidticos
encapsulados (HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2010). Durante o
armazenamento, foi observado um ligeiro aumento (p <0,05) nos teores
de umidade das amostras, o qual ndo foi afetado pela temperatura. Este
aumento pode ser atribuido ao fato de que amostras foram armazenadas
em frascos que ndo possuem uma barreira completa a umidade e nao
foram acondicionadas sob condi¢des controladas de baixa umidade
relativa. Paralelamente, as amostras também apresentaram um ligeiro
aumento (p <0,05) na atividade de 4gua durante o armazenamento, o que
pode ser explicado por estes mesmos fatores.

As microcapsulas de suco de maracuja apresentaram valores de
atividade de dgua dentro da faixa normalmente encontrada para produtos
atomizados, estando também abaixo de 0,3, que € o limite recomendado
para garantir a estabilidade quimica e microbioldgica destes produtos. A
atividade de 4gua ¢ considerada um fator critico para a estabilidade de
produtos probidticos microencapsulados, uma vez que as bactérias
probidticas sobrevivem melhor em ambientes com baixa atividade de
agua, embora a presenca de agua residual seja essencial para manter a
estabilidade estrutural das membranas celulares
(PEIGHAMBARDOUST; TAFTI; HESARI, 2011).

No que diz respeito a solubilidade, esta propriedade é considerada
um fator decisivo para a qualidade dos produtos, especialmente aqueles a
serem reconstituidos. Todas as amostras apresentaram valores de
solubilidade em agua satisfatorios, variando de 63,07% a 75,79%. O uso



105

de maltodextrina resultou em maiores indices de solubilidade (p <0,05)
para as amostras PFM e PFMI. Esse comportamento ocorre devido a alta
solubilidade da maltodextrina, atribuida a cadeia pequena e ramificada
desse polimero, que possui um grande nimero de grupos hidrofilicos.
Além disso, a maior solubilidade também pode ser correlacionada com o
menor tamanho de particula obtido para essas amostras, uma vez que
quanto menor o tamanho de particula, maior a area superficial disponivel
para a hidratagio (KUCK; NORENA, 2016). Por outro lado, a amostra
PFI apresentou a menor solubilidade, intimamente relacionada com a
estrutura quimica da inulina, que possui alto grau de polimeriza¢ao (DP>
23) e uma cadeia linear. A menor solubilidade conferida pela inulina pode
ser considerada como uma caracteristica positiva, uma vez que promove
um maior controle da liberagdo dos probidticos a partir das microcépsulas
quando em contato com uma solugdo aquosa, prolongando sua protecao
contra as condi¢oes externas do ambiente (PINTO et al., 2015).

Ao longo do armazenamento, houve uma pequena redugdo (p
<0,05) na solubilidade em agua para todas as amostras analisadas. Esse
comportamento pode ser explicado pelo aumento no teor de umidade das
microcapsulas durante o armazenamento. Segundo Fazaeli et al. (2012),
p6s que possuem menor teor de umidade tendem a ter uma capacidade de
reidratacdo mais rapida. Essa tendéncia ocorre porque quanto menor o
teor de umidade, menor sera a pegajosidade e a interacdo entre as
particulas, e assim, maior sera a area superficial em contato com a agua
de reidratacdo.

As caracteristicas relativas a cor das microcapsulas durante o
armazenamento sdo apresentadas na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5: Parametros de cor das microcapsulas de suco de maracuja probiotico preparadas com diferentes agentes encapsulantes,

durante o armazenamento a 4 ¢ 25 °C

Amostras Dias Temp. (°C) L* a* b* AE"
PFM 1 4 90,28 £ 0,13P2 -1,89 £ 0,04Pb 31,73 £0,3640 4,25
15 4 91,71 £ 0,158 -2,07 + 0,05Fb 28,24 +0,11¢¢ -
30 4 92,04 + 0,378 -1,13 £ 0,078 27,64 +0,23Pb -
1 25 90,85 + 0,29 -2,04 + 0,03F> 28,89 +0,148¢ 7,06
15 25 91,91 £0,088  -1,73+0,03% 23,82 = 0,09t -
30 25 92,54 £ 0,2742 -0,65 + 0,034b 21,97 £ 0,08F¢ -
PFMI 1 4 89,51 £0,39¢ -1,88 £0,06"° 29,72 + 0,33B¢ 2,41
15 4 90,09 £ 0,04BCc -2,05 + 0,02Fb 28,79 + 0,14¢> -
30 4 90210278  -1,08+0,098 27,83 =027 -
1 25 90,26 + 0,438 -1,96 + 0,06"° 30,70 & 0,244 7,75
15 25 90,86 £ 0,124° -1,51 £ 0,08 24,77 £ 0,08F° -
30 25 91,07 + 0,084b -0,67 + 0,064b 23,43 + 0,34 -
PFI 1 4 89,16 £ 0,408 -1,54 £ 0,05¢Pa 32,95+£0,1142 1,32
15 4 90,60 £ 0,134° -1,73 £ 0,03F2 32,15+0,1082 -
30 4 90,08 + 0,094b -0,91 £ 0,058 31,79 £ 0,188 -
1 25 88,94 £ 0,708 -1,55 +£0,05P2 33,11 £0,2542 7,41
15 25 90,53 £0,124¢ -1,45+£0,03¢ 28,16 £0,11¢ -
30 25 90,56 £ 0458  -047+0,17% 2580+ 0,40D -

AFMédias + desvio padrdo (n = 3) com diferentes letras maitsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas significativas
(p <0,05) entre os diferentes periodos de armazenamento e as temperaturas para cada amostra estudada. ** Médias + desvio padrao
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(n =3) com diferentes letras minasculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferengas significativas (p <0,05) entre as amostras
estudadas, para o mesmo periodo de armazenamento e a mesma temperatura. PFM: microcéapsulas produzidas com 200 g L™ de
maltodextrina; PFMI: microcapsulas produzidas com 100 g L' de maltodextrina ¢ 100 g L' de inulina; e PFL: microcépsulas
produzidas com 200 g L'! de inulina.
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Devido ao uso dos agentes encapsulantes, que possuem coloragido
branca, todas as amostras apresentaram valores altos para o pardmetro L,
o qual denota a luminosidade das amostras. Em relagdo aos pardmetros a”
e b", todas as amostras apresentaram valores negativos para o parimetro
a", indicando uma tendéncia para a cor verde; e valores altos e positivos
para o parametro b*, que denota uma tendéncia a coloragdo amarela. Tal
comportamento era esperado, uma vez que a cor do suco de maracuja
varia de amarelo ao alaranjado, ¢ se deve aos pigmentos carotenoides,
principalmente (-caroteno, B-caroteno, P-criptoxantina e prolicopeno
(MERCADANTE; BRITTON; RODRIGUEZ-AMAYA, 1998).

Os parametros de cor das microcapsulas foram significativamente
afetados durante o armazenamento a diferentes temperaturas. Foi
observado um aumento (p <0,05) na luminosidade das amostras e,
concomitantemente, uma reducio (p <0,05) do pardmetro b* durante o
armazenamento em ambas as temperaturas; no entanto, este efeito foi
mais acentuado a 25 °C. Estas alteracdes indicam que houve perda da
coloragdo amarelo-alaranjada das microcapsulas, as quais estdo
associadas a oxidagao dos pigmentos carotenoides presentes no maracuja,
acelerada pelo calor, umidade e exposi¢do ao oxigénio. Resultados
semelhantes foram observados por Endo et al. (2007) ao avaliar a vida
util do suco de maracuja-amarelo desidratado.

Através do célculo da diferenga total de cor (AE®), é possivel
avaliar quais pardmetros tém maior influéncia e se as mudangas na cor
das amostras ao final do periodo de armazenamento podem ser percebidas
pelo olho humano. Sendo assim, os valores de AE® mostraram que o
pardmetro que mais afetou a diferenga de cor nas microcapsulas de suco
de maracuja probiotico foi o parAmetro b*, uma vez que este se alterou
significativamente durante o armazenamento, especialmente para as
amostras armazenadas a 25 °C, resultando em valores de AE* maiores. De
acordo com a classificagdo proposta por Cserhalmi et al. (2006), é
possivel inferir que o armazenamento a 25 °C teve um impacto
significativo na cor das amostras, resultando em uma diferenga visivel
para o olho humano, ja que os valores de AE” variaram de 7,06 a 7,75.
Por outro lado, menores valores de AE" foram observados para as
microcapsulas armazenadas a 4 °C, especialmente para a amostra PFI,
cujo valor de AE" foi igual a 1,32. Este valor denota diferengas que sdo
ligeiramente perceptiveis ao olho humano, e assim indica que o uso de
inulina como agente encapsulante proporcionou maior estabilidade aos
pigmentos nesta formulagao.
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As diferencas na estabilidade térmica entre as amostras de
microcapsulas de suco de maracuja probidtico e seus componentes foram
examinadas por analise termogravimétrica. As curvas dos termogramas
TGA e DTG para as matérias primas - maltodextrina (MD), inulina (IN),
suco de maracuja (SM) - e para as diferentes formulacdes de
microcapsulas (PFM, PFMI e PFI) sdo mostrados nas Figuras 2.3 ¢ 2.4,
respectivamente.
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Figura 2.3: Curvas de TGA (...) e DTG (—) obtidas para as matérias primas: (a)
maltodextrina (MD), (b) inulina (IN) e (c) suco de maracuja (SM).
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O primeiro evento térmico observado nas curvas TGA/DTG para
todas as amostras ocorreu entre 25 °C e aproximadamente 150 °C, a uma
taxa de perda de massa inferior a 5%, dependendo da amostra,
correspondendo a perda de dgua que ocorre durante o processo de
aquecimento. A diferenga nas temperaturas de taxa maxima de
degradacdo (Tmax) para este evento térmico pode estar relacionada com o
modo de ligagdo da agua entre os diferentes componentes das amostras,
o que modifica as propriedades coligativas da dgua e, consequentemente,
a energia necessaria para mudanca de estado (KLEIN et al., 2015). Acima
dessa faixa de temperatura, o processo de decomposi¢do térmica ocorreu
em duas ou trés etapas, de acordo com cada amostra.

A maltodextrina (Figura 2.3a) apresentou dois estagios de perda
de massa: um pico em 244,3 °C, com uma taxa de perda de massa de cerca
de 7%, relacionada com a decomposi¢do de oligossacarideos de baixa
massa molecular; e um pico maior com Tmax de 307,9 °C, com uma taxa
de perda de massa de aproximadamente 55%, relacionada a degradacdo
térmica das cadeias moleculares longas deste biopolimero. Segundo
Castro et al. (2016), as maltodextrinas possuem uma ampla distribuicao
de massa molecular, associada a uma mistura de oligossacarideos que
possuem diferentes massas moleculares.

A Figura 2.3b mostra as curvas termogravimétricas obtidas para a
inulina, que apresentou perdas de massa em dois estagios, caracterizadas
por dois picos observados na curva de DTG, um com Tmax de 250,4 °C e
o outro com Tmax de 280,7 °C, atribuido a decomposi¢do de cadeias de
inulina de baixa e alta massa molecular, respectivamente, como
consequéncia da quebra das cadeias de frutose (DAN; GHOSH;
MOULIK, 2009). Resultados semelhantes foram relatados por Silva e
Meireles (2015), que avaliaram o efeito do grau de polimerizagdo (DP)
da inulina em suas propriedades como agente encapsulante para o 6leo de
semente de urucum.

O processo de degradacdo térmica do suco de maracuja ocorreu em
trés estagios de perda de massa (Figura 2.3¢). O primeiro e o segundo
pico na curva derivada ocorreram dentro de uma faixa de temperatura
muito estreita, entre 162,3 e 200,0 °C, correspondendo a
aproximadamente 40% de perda de massa. Estes eventos podem estar
relacionados com a decomposi¢do de componentes de baixa massa
molecular presentes na amostra de suco de maracuja. Os acidos organicos,
presentes em grandes quantidades no suco de maracuja, principalmente o
acido citrico, sofrem reacdes de desidratacdo ¢ descarboxilagdo a
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temperaturas entre 150 e 180 °C, conforme relatado em estudos anteriores
(WYRZYKOWSKI et al., 2011). Além disso, os monossacarideos ¢
dissacarideos sdo suscetiveis a processos de caramelizagdo nesta mesma
faixa de temperatura (SAAVEDRA-LEOS et al., 2012). O terceiro pico
observado, em aproximadamente 320 °C, esta provavelmente relacionado
com a decomposi¢do dos componentes de alta massa molecular presentes
na amostra de suco, como as pectinas (ALMEIDA et al., 2015).

O comportamento térmico das diferentes formulagdes de suco de
maracuja probidtico microencapsulado ¢ apresentado na Figura 2.4.
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Figura 2.4: Curvas de TGA (...) e DTG (—) obtidas para as diferentes
formulagdes de suco de maracuja probidtico microencapsulado: (a) PFM, (b)

PFMI e (c) PFL
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Além dos primeiros estdgios de perda de massa citados
anteriormente, que estdo associados aos processos de desidratagdo e
volatilizagdo, as microcapsulas apresentaram perdas de massa em mais
dois ou quatro estagios.

De acordo com o termograma mostrado na Figura 2.4a, o processo
de degradagdo da amostra PFM iniciou dentro de uma faixa de
temperatura entre 150 e 200 °C, em dois estagios principais. O primeiro
pico da curva de DTG, cujo Tmax foi de 256,8 °C, corresponde tanto a
decomposi¢do dos principais componentes contidos no suco de maracuja
quanto a fra¢do de oligossacarideos de baixa massa molecular presentes
na maltodextrina. No segundo estagio, observou-se que a temperatura de
taxa maxima de degradacdo foi deslocada, quando comparada com o
perfil de DTG da maltodextrina pura. Isso pode ser atribuido a reacdo de
policondensagdo entre a maltodextrina e os acidos policarboxilicos do
suco de maracujd, que resultam em produtos mais estaveis termicamente
do que a maltodextrina pura. Estudos recentes revelaram a propriedade
do acido citrico como agente de reticulacdo (cross-linking), uma vez que
este possui trés grupos carboxila que podem reagir com grupamentos
hidroxila ou outros grupos ativos presentes nas cadeias dos
polissacarideos (REDDY; YANG, 2010; CASTRO-CABADO;
CASADO; SAN ROMAN, 2016).

De forma semelhante, as amostras PFMI e PFI (Figuras 2.4b e
2.4c) apresentaram picos deslocados nas curvas de DTG, sendo estes
deslocamentos atribuidos a formacdo de associagOes entre seus
constituintes durante o processo de encapsulagdo, conforme descrito
anteriormente, o que levou a alteragdes na cinética de degradacao térmica
destas amostras. Além disso, observou-se a presenca de picos sobrepostos
e pontos de inflexdo nas curvas de DTG, e estes eventos térmicos estao
associados aos processos de degradagdo dos constituintes do suco de
maracuja, dos agentes encapsulantes correspondentes, bem como dos
produtos complexos resultantes das interacdes entre eles.

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que o processo de
microencapsulagdo utilizando maltodextrina e/ou inulina conferiu maior
estabilidade ao suco de maracujd. Além disso, observou-se uma
estabilidade térmica relativa até aproximadamente 150 °C, para todas as
formulagGes testadas, com perdas minimas de massa, implicando assim
que os materiais empregados na producdo das microcapsulas ndo
sofreram nenhuma degradagdo significativa durante o processo de
secagem por spray drying realizado neste estudo, com temperatura de
entrada de ar de 130 °C.
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4 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a presenca de inulina melhorou a
sobrevivéncia das  bifidobactérias durante o processo de
microencapsulacdo do suco de maracuja. O principal efeito na perda de
viabilidade microbiana durante o armazenamento das microcapsulas foi a
temperatura de armazenamento utilizada. As microcapsulas armazenadas
a4 °C apresentaram uma recuperacdo das células de Bifidobacterium BB-
12 que foram injuriadas durante o processo de secagem por spray drying,
e as contagens de células vidveis mantiveram-se acima de 6 log UFC g!
durante todo o periodo de vida util avaliado. Durante o armazenamento a
25 °C, as amostras produzidas com maltodextrina apresentaram perda de
viabilidade das bifidobactérias, enquanto a amostra produzida apenas
com inulina proporcionou melhor protecdo as bactérias encapsuladas ao
longo de 30 dias de armazenamento.

As  caracteristicas  fisicas das  microcapsulas  foram
significativamente afetadas pelo uso dos diferentes agentes
encapsulantes. A partir do monitoramento das propriedades das amostras
de microcapsulas durante o periodo de armazenamento, observou-se que
aquelas produzidas com inulina apresentaram caracteristicas fisicas e
tecnologicas mais desejaveis, ou seja, menores valores de umidade,
atividade de agua e solubilidade.

Embora o armazenamento a 25 °C seja desejavel para produtos
probidticos em pd, a fim de reduzir os custos de armazenamento e
transporte, os resultados obtidos neste estudo mostraram que o
armazenamento sob refrigeracdo é necessario para garantir a estabilidade
da cultura probidtica no suco de maracuja microencapsulado por spray
drying, por mais tempo. Este estudo forneceu novas informagdes sobre a
importancia das formulagdes de agentes encapsulantes em combinagdo
com as condi¢des de temperatura de armazenamento, para alcancar a
estabilidade de um suco de fruta probidtico em pd produzido por spray
drying, a fim de contribuir com o desenvolvimento de novos produtos nao
lacteos probidticos.
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CAPITULO 3 - Aplicagio da técnica de monoazida de propidio
acoplado a PCR quantitativa (PMA-qPCR) para avaliar a
viabilidade celular de Bifidobacterium animalis subsp. lactis em uma
bebida probiodtica nao lactea.

RESUMO

A viabilidade celular de culturas probioticas presentes em alimentos €
tradicionalmente avaliada utilizando métodos convencionais baseados na
microbiologia classica, através de plaqueamento em meios de cultura. No
entanto, nos Ultimos anos, técnicas moleculares independentes de cultivo
tém sido propostas para essa finalidade. A técnica de PCR quantitativa
(qPCR) associada ao tratamento com monoazida de propidio (PMA-
gPCR) tém sido utilizada para enumeracdo de células vidveis de
microrganismos em matrizes alimentares diversas, sobretudo em
produtos lacteos probidticos. Neste estudo, um ensaio de PMA-qPCR foi
desenvolvido para quantificacdo de células viaveis de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12 em amostras de microcapsulas de suco de
maracuja, uma matriz ndo lactea. A viabilidade do microrganismo
probidtico foi monitorada em trés diferentes formula¢des de suco de
maracuja probidtico microencapsulado por spray drying, durante 30 dias
de armazenamento a 4 °C. As células viaveis foram quantificadas usando
os ensaios qPCR e PMA-qPCR tendo como alvo o gene fuf, e também
através do método tradicional de contagem em placas com meio seletivo
MRS-LP. Foram preparadas curvas padrido para a quantificagdo por
gPCR, considerando o efeito da composi¢cdo da matriz das diferentes
formulagdes de microcapsulas. As curvas padrao apresentaram valores de
eficiéncia média aceitaveis (R? >0,99), de 85% para B. lactis BB-12
extraido a partir de meio de cultura, e de 82, 88 e 93% para o DNA
extraido a partir das diferentes formula¢des de microcépsulas de suco de
maracuja um dia apds a microencapsulagdo. O limite de detecgdo para
ambas as amostras foi de 10° copias de DNA, correspondente a 2,13 pg
de DNA. Foram observados maiores valores para a enumeracdo de B.
animalis subsp. lactis BB-12 por qPCR, quando comparado aqueles
obtidos por PMA-qPCR e contagem em placas, para todas as formulagdes
de microcépsulas, e as contagens permaneceram praticamente inalteradas
durante o periodo de armazenamento avaliado. Os valores obtidos pela
quantificacdo por PMA-qPCR foram semelhantes aos valores de UFC g
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! obtidos por contagem em placas, para todas as amostras avaliadas, e
mantiveram-se estaveis e acima de 8 log UFC g! durante o periodo de 30
dias de armazenamento avaliado. Estes resultados demonstraram que a
técnica de PMA-qPCR ¢ uma abordagem promissora para quantificagdo
de células viaveis de B. lactis BB-12 em matrizes complexas como os
sucos de maracuja em pd, em comparagdo com a quantificacdo por
plaqueamento em meio de cultivo, além de superar a limitacdo do método
de qPCR, que nao permite a diferenciagdo de células vidveis e ndo viaveis.
O ensaio PMA-qPCR permitiu a obtengdo de resultados confidveis com
maior rapidez em relagdo ao método tradicional de contagem em placas.

Palavras-chave: Bebida funcional nd@o lactea. Bifidobactéria.
Microencapsulagdo. qPCR. monoazida de propidio. PMA-qPCR.
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Application of propidium monoazide coupled with quantitative PCR
to evaluate the cell viability of Bifidobacterium animalis subsp. lactis
in a non-dairy probiotic beverage

Carolinne Odebrecht Dias, Mirella Crhistine Scariot, Renata Dias de
Mello Castanho Amboni, Ana Carolina Maisonnave Arisi

ABSTRACT

The cell viability of probiotic cultures in foods is traditionally assessed
by conventional methods based on classical microbiology, through
plating in culture media. However, in recent years, several culture-
independent molecular techniques have been proposed for this purpose.
The quantitative PCR (qPCR) associated with propidium monoazide
treatment (PMA-qPCR) has been used to enumerate viable cells of
microorganisms in diverse food matrices, mainly in probiotic dairy
products. In this study, a PMA-qPCR assay was developed for
quantification of Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 viable
cells in passion fruit juice microcapsules samples, a non-dairy matrix. The
viability of the probiotic microorganism was monitored in three different
formulations of probiotic passion fruit juice microencapsulated by spray
drying, for 30 days of storage at 4 °C. Viable cells were quantified using
the qPCR and PMA-qPCR assays targeting the fuf gene, and by the
traditional plate counting method with MRS-LP selective medium.
Standard curves were prepared for quantification by qPCR, considering
the matrix composition effect of the different microcapsules formulations.
The standard curves showed acceptable average efficiency values (R*>
0.99), of 85% for B. lactis BB-12 extracted from culture medium, and 82,
88 and 93% for the DNA extracted from the different formulations of
passion fruit juice microcapsules, one day after microencapsulation. The
limit of detection for both samples was 10° genome copies, corresponding
to 2.13 pg of DNA. Higher values were observed for the enumeration of
B. animalis subsp. lactis BB-12 by qPCR, when compared to those
obtained by PMA-qPCR and plate count, for all microcapsule
formulations, and the counts remained almost unchanged during the
storage period evaluated. The values obtained by the quantification by
PMA-qPCR were similar to the CFU g values obtained by plate
counting, for all the samples, and remained stable and above 8 log CFU
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¢! during the storage period. These results demonstrated that the PMA-
gPCR technique is a promising approach for the quantification of viable
B. lactis BB-12 cells in complex matrices such as passion fruit juices
microcapsules, when compared to plate counting methods. In addition, it
overcame the limitation of the qPCR method, which does not allow the
differentiation of viable and non-viable cells. The PMA-qPCR assay
allowed the achievement of reliable results more quickly than with the
traditional plate counting method.

Keywords:  Non-dairy  functional  beverage.  Bifidobacteria.
Microencapsulation. gPCR. Propidium monoazide. PMA-qPCR.
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1 INTRODUCAO

Probidticos sfo conhecidos por proporcionarem uma série de
potenciais beneficios a salide humana, uma vez que auxiliam na
manutengao do equilibrio e composi¢do da microbiota do trato intestinal,
aumentando a resisténcia do organismo contra a invasdo ¢ colonizacao
por patogenos (HILL et al., 2014). O género Bifidobacterium ¢é
considerado um dos mais importantes grupos de bactérias probioticas, as
quais tém sido amplamente utilizadas como ingrediente ativo na produgéo
de alimentos lacteos funcionais (PRASANNA; GRANDISON;
CHARALAMPOPOULOS, 2014).

Produtos lacteos fermentados compreendem ainda a categoria com
maior representatividade quanto a disponibilidade de produtos
probidticos no mercado (GRANATO et al., 2019). No entanto, ha um
interesse crescente no desenvolvimento de produtos probidticos nao
lacteos, como uma alternativa para consumidores que apresentam
restricdes quanto ao consumo de derivados lacteos (VINDEROLA;
BURNS; REINHEIMER, 2017).

Nesse sentido, buscando a diversificacdo deste segmento do
mercado de alimentos funcionais, sucos de frutas tém sido estudados
como matrizes para incorporagdo de microrganismos probidticos
(FONTELES et al., 2012; CHAIKHAM, 2015; PIMENTEL et al., 2015).
Recentemente, o suco de maracuja amarelo foi investigado em estudos
para desenvolvimento de bebidas funcionais probioticas, apresentando
resultados promissores, sendo considerado portanto uma matriz adequada
(FARIAS; SOARES; GOUVEIA, 2016; SANTOS; ANDRADE;
GOUVEIA, 2017; DIAS et al., 2018).

Para que os efeitos benéficos sejam alcangados, recomenda-se que
produtos adicionados de probidticos contenham uma concentragdo
minima de 6 log UFC por grama de produto até o final de sua vida util
(TRIPATHI; GIRI, 2014). Este requisito representa um dos principais
desafios tecnologicos relativos a incorporagao de probiodticos em sucos de
frutas, visto que estes produtos apresentam algumas caracteristicas
consideradas desfavoraveis a manutengdo da viabilidade celular, como a
alta concentracdo de acidos orgénicos e baixo pH, que podem ocasionar
em perdas significativas de viabilidade (SHORI, 2016).

Assim, métodos de microencapsulacdo t€m sido propostos,
visando proteger os microrganismos probidticos contra condi¢des
adversas, melhorando sua sobrevivéncia. A aplicacdo da técnica de spray
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drying para a microencapsulagdo de sucos de frutas probidticos é uma
alternativa promissora, que permite a conversdo destes em produtos em
pd, resultando em produtos mais estdveis e menores em volume
(SHISHIR; CHEN, 2017).

O efeito protetor conferido aos probidticos através da
microencapsulagdo depende das caracteristicas fisicas da matriz que
constitui as microcapsulas, e dessa forma, o uso de diferentes agentes
encapsulantes pode resultar em niveis distintos de sobrevivéncia dos
probidticos (ANEKELLA; ORSAT, 2013).

O principal desafio inerente ao processo de microencapsulagao por
spray drying esta relacionado a exposicao das células bacterianas as altas
temperaturas necessarias para a secagem, além da répida desidratacao,
que sdo condicdes de estresse que podem levar a uma diminui¢do na
sobrevivéncia dessas culturas durante a secagem e posterior
armazenamento (HUANG et al., 2017). Sendo assim, uma vez que a
manuten¢do da viabilidade dos microrganismos probidticos em um
produto é de suma importancia para garantir sua funcionalidade, o
monitoramento desta ao longo da vida 1til do produto torna-se essencial
(CORONA-HERNANDEZ et al., 2013).

Meétodos classicos de analise microbioldgica, baseados em
plaqueamento em meios de cultivo, sdo comumente utilizados para
monitoramento da viabilidade celular de microrganismos probidticos
(DESFOSSES-FOUCAULT et al., 2012). No entanto, as técnicas
dependentes de cultivo apresentam certas limitagdes, relacionadas ao
tempo necessario para obtencao de resultados, além da possibilidade de
subestimar as contagens de células vidveis presentes em uma amostra,
devido a agregados celulares ou a possivel existéncia de células em estado
de dorméncia, as quais estdo viaveis, porém sdo incapazes de crescer em
meios de cultivo (estado VNC — viavel ndo cultivavel) (DAVIS, 2014).
Condigdes de estresse sdo capazes de promover modifica¢des e/ou lesdes
nas membranas celulares, que podem alterar o estado fisiologico e a
atividade metabolica das células, limitando a capacidade dos
microrganismos de formar colénias (PADILHA; VILLARREAL;
VIEIRA, 2016).

Como uma alternativa aos métodos baseados na microbiologia
classica, métodos moleculares independentes de cultivo tém sido
propostos. A técnica de PCR quantitativa (QPCR) tém sido amplamente
utilizada para quantificagdo rdpida e especifica de diferentes
microrganismos em matrizes alimentares diversas (ACHILLEOS;
BERTHIER, 2013; ILHA et al., 2016; LAWLEY et al., 2018).
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O principal inconveniente associado a esta técnica ¢ a
possibilidade de superestimar a enumeracdo de células viaveis, dada a
incapacidade de diferenciagdo entre células viaveis e ndo viaveis, ou que
estejam em estado VNC, visto que o DNA pode persistir no ambiente
mesmo apds a morte celular, podendo ser amplificado (FITTIPALDI;
NOCKER; CODONY, 2012).

Nesse sentido, ensaios de qPCR associados ao tratamento com
corantes intercalantes de DNA, como o monoazida de propidio (PMA),
tém sido desenvolvidos como uma ferramenta rapida para deteccdo e
quantificacdo de células vidveis de microrganismos em diferentes
matrizes alimentares (LIANG et al., 2011; MAMLOUK et al., 2012;
CRESPO-SEMPERE et al., 2013; RIZZOTTI et al., 2015; SHAO et al.,
2016).

A técnica de monoazida de propidio acoplado a PCR quantitativa
(PMA-qPCR) permite a deteccdo quantitativa de células vidveis de
microrganismos, com base na integridade da membrana celular, visto que
o PMA penetra somente em células cujas membranas estdo danificadas,
e se intercala com o DNA. Apo6s exposigdo a luz, o PMA sofre fotdlise e
se torna um radical altamente reativo, que se liga covalentemente ao
DNA, promovendo uma modificagdo irreversivel que inibe sua
amplificagdo por PCR. Dessa forma, através deste método, o DNA das
células cujas membranas estdo intactas ¢ detectado seletivamente
(NOCKER; CHEUNG; CAMPER, 2006; ELIZAQUIVEL; AZNAR;
SANCHEZ, 2013).

Ensaios de PMA-qPCR tém sido empregados com sucesso para a
quantificacdo de microrganismos probidticos em produtos lacteos
(GARCIA-CAYUELA et al, 2009; VILLARREAL et al., 2013;
SANTOS et al., 2018; SCARIOT et al., 2018). Recentemente, Lupien-
Meilleur, Roy e Lagacé (2016) avaliaram a viabilidade de cepas
probidticas (Lactobacillus rhamnosus R0011, Lactobacillus helveticus
RO052 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12) em bebidas a base
de bordo (maple) durante o armazenamento refrigerado, utilizando a
técnica PMA-qPCR. No entanto, a aplicagdo da técnica de qPCR acoplada
ao tratamento com PMA para a quantificacdo de células viaveis de
Bifidobacterium BB-12 em uma matriz ndo lactea microencapsulada por
spray drying ndo foi descrito até o presente momento.

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um ensaio
PMA-qPCR para quantificacdo de células vidveis de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12 em suco de maracuja microencapsulado por
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spray drying durante 30 dias de armazenamento das microcapsulas a 4
°C. A enumeracdo da viabilidade da cultura probidtica foi realizada
através da comparagdo entre trés diferentes técnicas, incluindo
plaqueamento em meio seletivo, ensaio de qPCR baseado no gene tuf,
combinado ou ndo com o tratamento com monoazida de propidio.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Cepas bacterianas e condicdes de cultivo

A cultura liofilizada de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(Nu-trish® BB-12®, Chr. Hansen, Honsholm, Dinamarca) foi reidratada
conforme descrito por Fritzen-Freire et al. (2012) e armazenada na forma
de solugdo estoque a -20 °C em frascos estéreis. A cepa bacteriana
utilizada como controle negativo (Lactobacillus paracasei ATCC 10746)
foi adquirida da cole¢do da Fundagdo André Tosello (Campinas, Sao
Paulo, Brasil) e cultivada em caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharpe)
(Difco, Sparks, EUA) a 30 °C até DOgoo 1,0, conforme descrito por
Scariot et al. (2018). A densidade optica (DO) da cultura de células foi
medida a 600 nm utilizando espectrofotdmetro modelo U-2910 (Hitachi,
Toéquio, Japdo).

2.2 Microencapsulagdo por spray drying
2.2.1 Preparo da suspensdo bacteriana

O preparo da suspensdo bacteriana de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12 foi realizado antes do processo de
microencapsulagdo, conforme descrito por Dias et al. (2018). A solugéo
estoque de B. lactis BB-12 foi primeiramente inoculada em caldo MRS
(Difco, Sparks, EUA) modificado com adi¢do de 0,2 g 100 g™ de cloreto
de litio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) € 0,3 g 100 g! de propionato de
sodio (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), e incubado sob condigdes
anaerdbias (AnaeroGen®, Oxoid, Hampshire, UK) a 37 °C durante 48
horas. As células foram coletadas por centrifugacdo (1000 x g, 15 min, 4
°C) e lavadas trés vezes com solugdo salina estéril a 0,9 g 100 g*'. Apos
as sucessivas lavagens, o pellet de células foi ressuspendido em solugéo
salina estéril, com concentragdo final de 9,61 + 0,07 log UFC mL"".
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2.2.2 Preparo das solugdes de alimentagdo

A polpa integral de maracuja, sem adicdo de aglcares e
conservantes (DeMarchi, Jundiai, Brasil) foi descongelada e misturada
com agua destilada (1:1 m/m), sendo a mistura filtrada duas vezes para
reduzir o teor de s6lidos em suspensdo e fragoes de sementes. O filtrado
resultante foi denominado suco de maracuja.

As solugdes de alimentagdo foram preparadas pela adicdo dos
agentes encapsulantes ao suco de maracuja, conforme descrito por Dias
etal. (2018). Os agentes encapsulantes utilizados foram maltodextrina DE
16,5 -19,5 (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) e inulina (Orafti HPX,
Orafti, Tienen, Bélgica - grau de polimerizagdo > 23), sendo estes
utilizados em diferentes propor¢des para compor as formulagdes das
microcapsulas, conforme descrito na Tabela 3.1. Todas as solugdes de
alimentacdo foram homogeneizadas até completa dissolu¢do dos agentes
encapsulantes, submetidas a tratamento térmico a 80 °C por 1 minuto e
resfriadas até 25 °C. Antes do processo de secagem por spray drying, as
solugdes de alimentagdo foram divididas em duas partes: inoculadas -
com adi¢do da suspensdo bacteriana probiotica - e controles, sem adi¢ao
de suspensao bacteriana.

Tabela 3.1: Composicdo das solugdes de alimentacdo para cada
formula¢@o utilizada no processo de spray drying.

Agentes encapsulantes

Formulagio  SUc0de npo qevtrina Inulina uspensdo de
maracuja Bifodobacterium
(mL) ® ® BB-12 (mL)

Ml 1000 200 - 100

M2 1000 100 100 100

M3 1000 - 200 100
Controle M1 1000 200 - -
Controle M2 1000 100 100 -

Controle M3 1000 - 200 -
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2.2.3 Spray drying e condigdes de amostragem

A microencapsulagdo foi realizada em spray dryer de escala
laboratorial (B-290 Mini Spray Dryer, Biichi, Flawil, Sui¢a), utilizando
os parametros operacionais descritos por Dias et al. (2018). O processo
de secagem foi realizado utilizando temperatura de entrada de ar
constante de 130 °C e temperatura de saida de ar de 43 + 3 °C. Ao final
do processo, as microcapsulas foram recolhidas na base do ciclone,
transferidas para frascos estéreis e armazenadas a 4 °C.

A amostragem foi realizada nos dias 1 e 30 ap6s o processo de
microencapsulagdo. Aliquotas de todas as amostras (microcapsulas
probidticas e controles) foram utilizadas imediatamente ap6s a coleta, nos
dois periodos de armazenamento, para a contagem em placas. Para as
analises utilizando as metodologias de gPCR e PMA-qPCR, previamente
ao protocolo de extragdo de DNA, as amostras sofreram uma etapa de
preparo, para remog¢do dos constituintes da matriz das microcépsulas.
Aliquotas de 100 mg de cada formulac¢do de microcapsulas, em duplicata,
foram homogeneizados com 1 mL de solugdo salina a 0,9 g 100 g e
submetidas a centrifugacao (6000 x g, 2 min) e os pellets de células foram
lavados duas vezes com solugdo salina. Apds as lavagens, os pellets foram
estocados a -20 °C até a extracdo de DNA.

2.3 Tratamento com monoazida de propidio (PMA)

Os pellets foram ressuspendidos em 500 puL de agua ultrapura e,
em seguida, o tratamento com PMA foi realizado, seguindo os
procedimentos descritos por Scariot et al. (2018). O corante PMA
(monoazida de propidio) (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) foi
dissolvido em agua ultrapura, de acordo com as instrug¢des do fabricante,
para obter uma solugdo estoque com concentragio final de 20 mmol L-!,
a qual foi armazenada no escuro a -20 °C.

Aliquotas da solugdo estoque de PMA foram adicionadas a 500 pL
de suspensdo bacteriana, a fim de obter uma concentragdo final de 50
umol L' PMA, sendo os tubos incubados no escuro durante 5 minutos.
Posteriormente, as amostras foram colocadas sobre um bloco de gelo a
uma distancia de 20 cm da fonte de luz, para evitar o aquecimento, e
expostas durante 15 minutos a uma fonte de luz halégena de 500 W. Apods
o tratamento, os tubos foram centrifugados a 6000 x g por 10 minutos e
os pellets foram armazenados a - 80 °C, até a extragdo do DNA.



135

2.4 Extracao de DNA

O DNA gendmico foi extraido das amostras de microcapsulas de
suco de maracujd probidtico e controles pelo método DNAzol®
(ACHILLEOS; BERTHIER, 2013) com modifica¢cdes propostas por
Scariot et al. (2018). Os precipitados de células foram descongelados a
temperatura ambiente e ressuspendidos em 1 mL de reagente DNAzol®
(Life Technologies, CA, EUA), 400 puL de isopropanol foram adicionados
e os tubos foram submetidos a centrifugacdo (6000 x g, 6 min, 4 °C). Os
precipitados foram lavados uma vez com 500 pL de reagente DNAzol®,
cuidadosamente homogeneizados e centrifugados a 6000 x g, 6 min, 4 °C.
Ap0s, os precipitados foram lavados trés vezes com 1 mL de etanol a 75%
(v/v) e secos a temperatura ambiente. Apds as etapas sucessivas de
extragdo e lavagem, o DNA resultante foi dissolvido em 100 puL de agua
ultrapura e 1 pL. de RNAse A (10 mg/ mL) foi adicionado, e os tubos
foram incubados a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, esta solucdo foi
transferida para a coluna QIAshredder™ (Qiagen, Hilden, Alemanha),
submetida a centrifugagdo a 11.800 x g por 2 minutos e o eluato foi
armazenado a -20 °C A qualidade e a concentragdo de DNA extraido
foram estimadas utilizando espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, EUA) com medidas a 260 e 280 nm.

2.5 Quantificacdo por PCR em tempo real (QPCR)

A fim de detectar e quantificar a presenca de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis nas amostras de microcapsulas por qPCR, foi
utilizado o par de iniciadores TUF (Solano-Aguilar et al., 2008), que
amplifica um fragmento de 117 pb do gene tuf do fator de elongagado Tu.
A PCR quantitativa foi realizada no sistema ABI PRISM 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). As reagdes de amplificacdo foram
realizadas em duplicata, com volume final de 25 pL, contendo 12,5 pL
de SYBR Green Master Mix 2X (Applied Biosystems), 200 nM do
iniciador TUF Forward, 150 nM do iniciador TUF Reverse, agua
ultrapura ¢ 10 ng de DNA molde. Todas as rea¢des de amplificagdo
ocorreram nas seguintes condigdes: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a
95 °C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C.
O sinal de fluorescéncia foi medido no final de cada etapa de 60 °C. A
analise da curva de dissociagdo foi realizada automaticamente apos as
reacdes de amplificacdo, por aquecimento continuo a partir de 65 até
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95 °C. Todas as corridas de PCR em tempo real foram analisadas usando
configuragdes automaticas do software.

2.6 Construcio das curvas padrao para qPCR

Foram preparadas curvas padrdo com dilui¢des seriadas de DNA
gendmico isolado a partir da cultura pura de B. animalis subsp. lactis BB-
12 e de cada uma das trés formulag¢des de suco de maracuja probiodtico
microencapsulado, 1 dia apds o processo de microencapsula¢do. Foi
realizada a diluicdo seriada do DNA em 4gua ultrapura para
concentra¢des finais variando de 107 a 10° copias de DNA gendmico
bacteriano por reagdo, equivalente a 21,3 a 2,13x10°° ng de DNA. O
numero de copias do DNA bacteriano foi calculado com base no tamanho
do genoma de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 (Numero de
acesso no GenBank NC 017214.1) (1,9422 Mpb). As contagens em log
UFC correspondentes foram calculadas com base na contagem em placas
da mesma amostra. As curvas padréo foram geradas através da plotagem
dos valores do ciclo de quantificagdo (Cq) versus o log do nimero de
copias de DNA bacteriano ou log UFC. Cada curva padrio foi realizada
em trés corridas de qPCR independentes, em triplicata. As eficiéncias de
amplificagdo foram determinadas utilizando a Equagdo 3.1, conforme
descrito por Venturelli et al. (2018).

E= 10019 -1 (3.1)

Onde F ¢ a eficiéncia e s € o coeficiente angular da reta obtida na curva
padrao.

2.7 Enumeragdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 por
gPCR e contagem por semeadura em placas

As contagens de B. animalis subsp. lactis BB-12 estimadas por
gPCR nas amostras de suco de maracuja probidtico microencapsulado
coletadas 1 e 30 dias apds o armazenamento foram calculadas como
descrito anteriormente por Ilha et al. (2016). A partir das curvas padrio
Cq X log UFC, a contagem bacteriana foi calculada utilizando a Equagéo
3.2.

A*Bx*C
D*E

Contagem bacteriana (UFC g~1) = (3.2)
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Onde A4 ¢ o valor de UFC obtido a partir do Cq da amostra de DNA,
utilizando curva padrio (Cq em fungdo de log UFC); B ¢ a concentragdo
do DNA extraido (ng pL"); C é o volume total de DNA extraido (uL); D
¢ a massa de DNA inicial utilizada na qPCR (ng); e £ ¢ a massa de
amostra (g) de microcapsulas utilizada na extragdo de DNA.

A enumera¢io de B. animalis subsp. lactis BB-12 (UFC g!) nas
amostras de suco probiotico microencapsulado por semeadura em placas
foi realizada em profundidade, utilizando meio seletivo composto por
Agar MRS-LP, conforme detalhado previamente no item 2.6 do Capitulo
2.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros de qPCR para quantificacio de B. animalis subsp.
lactis BB-12

Com o objetivo de detectar e quantificar B. animalis subsp. lactis
BB-12 nas amostras de suco de maracuja microencapsulado, o par de
iniciadores TUF foi utilizado, cuja especificidade para detecgdo exclusiva
desta cepa foi previamente verificada por Solano-Aguilar et al. (2008).

Os parametros de reagdo (eficiéncia e coeficiente de correlagdo) do
ensaio de qPCR utilizando o par de iniciadores TUF foram determinados
com base nas curvas padrao obtidas a partir de dilui¢des seriadas do DNA
de B. animalis subsp. lactis BB-12 isolado a partir de uma cultura pura e
também das trés formula¢des de microcapsulas de suco de maracuja
probidtico. Todas as curvas padrio apresentaram coeficientes de
correlagdo linear adequados, com valor médio de R? superior a 0,99 e as
eficiéncias médias foram de 85% para as curvas elaboradas com DNA
extraido a partir da cultura pura (Tabela 3.2), e variaram de 82 a 93%
entre as diferentes formulagdes de suco probidtico microencapsulado
(Tabela 3.3). O limite de detec¢do (LOD), para ambas as amostras foi de
103 copias de DNA. Neste ensaio de gPCR foi possivel detectar com
confianga 0 DNA de B. animalis subsp. lactis BB-12 na faixa de 10°
copias de DNA (2,13 pg) a 107 copias de DNA (21,3 ng).
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Tabela 3.2: Parametros de qPCR das curvas padrao (Cq x log n° copias
DNA) elaboradas com DNA extraido a partir de cultura pura de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, obtidas a partir de trés
corridas de qPCR em diferentes dias.

Eficiéncia 2

qPCR (%) Slope R
Corrida 1 81 -3,8904 0,9965
Corrida 2 87 -3,6855 0,9997

Corrida 3 87 -3,6889 0,9998
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Tabela 3.3: Parametros das curvas padrio (Cq x log n° copias DNA) para quantificagdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12 utilizando os iniciadores TUF e DNA bacteriano extraido a partir das trés formulagdes de suco de maracuja probidtico

microencapsulado, um dia ap6s o processo de microencapsulagio.

M1* M2* M3"
PCR Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia
(c((l)rri da) (%) Slope R’ (%) Slope R’ (%) Slope R’
1 94 -3,4641 0,9988 85 -3,7550  0,9997 78 -3,9868 00,9957
2 98 -3,3780 0,9983 92 -3,5196 00,9995 80 -3,9198 0,9817
3 88 -3,6420  0,9993 86 -3,6900 0,9983 87 -3,6807 00,9978
microcéapsulas produzidas com 100 g L' de maltodextrina e

*M1: microcapsulas produzidas com 200 g L' de maltodextrina; M2:
100 g L! de inulina; € M3: microcéapsulas produzidas com 200 g L™! de inulina.



140

Uma curva padrio aceitavel deve apresentar valores de R?
superiores a 0,95 e valores de coeficiente angular da reta (slope) entre -
3,9 e -3,0, correspondendo a eficiéncias de qPCR entre 80 e 115%,
respectivamente (ZHANG; FANG, 2006). Além disso, todos os
componentes da matriz devem ser considerados durante a quantificagdo
de microrganismos por gPCR (RIZZOTTI et al., 2015), uma vez que estes
podem influenciar na eficiéncia da rea¢do. Dessa forma, ¢ importante
utilizar DNA extraido a partir de matrizes alimentares relevantes e
utilizando métodos adequados para extragdo de DNA bacteriano
(CEUPPENS et al., 2010).

Foram observadas variagdes nos valores de eficiéncia de
amplificagdo para todas as amostras, as quais podem ser atribuidas a
presenca de substancias residuais interferentes, provenientes da matriz
complexa das microcapsulas, que ndo foram completamente removidas
durante as etapas de extracdo de DNA, principalmente os polissacarideos
utilizados como agentes encapsulantes. Estes polissacarideos apresentam
propriedades de solubilidade distintas, o que pode levar a variagdes na
pureza do DNA extraido e a possiveis efeitos inibitorios na reagdo de PCR
(SCHRADER et al., 2012).

Valores similares de eficiéncias foram obtidos em outros ensaios
de gPCR. Solano-Aguilar et al. (2008), que desenvolveram um ensaio de
gPCR baseado no gene tuf para detec¢do de B. animalis subsp lactis BB-
12 no trato gastrointestinal de suinos, relataram efici€ncias superiores a
89% para curvas padrao construidas com DNA obtido a partir de amostras
intestinais. Odooli et al. (2018) relataram eficiéncia de 90% para um
ensaio de qPCR baseado no gene fuf para quantificacdo de B. lactis BB-
12 em iogurtes probidticos comerciais. No entanto, até 0 momento, o uso
de iniciadores baseados no gene fuf em ensaios de qPCR utilizando
corantes intercalantes para quantificacdo de células viaveis de B. animalis
subsp. lactis BB-12 néo havia sido relatado.

3.2 Quantificacio de células vidveis de Bifidobacterium BB-12 em
amostras de suco de maracuja probidotico microencapsulado por
PMA-qPCR

O monitoramento e a quantificagdo de células vidveis em produtos
alimentares probidticos ¢ de suma importdncia, uma vez que, para
exercerem alguns dos beneficios para a saide do hospedeiro, é necessario
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que a maioria das células probioticas sejam viaveis e ndo estejam apenas
presentes nos produtos (DAVIS, 2014).

M¢étodos independentes de cultivo associados a agentes
intercalantes de DNA, como a técnica PMA-qPCR, tém sido propostos
para o monitoramento e quantificacdo de células viaveis em diferentes
matrizes alimentares, especialmente para produtos lacteos probidticos
(DESFOSSES-FOUCAULT et al, 2012; PADILHA et al, 2016;
SCARIOT et al., 2018). No entanto, poucos estudos até o momento
relataram o desenvolvimento de ensaios de PMA-qPCR destinados a
determinacdo da viabilidade de culturas probiodticas em produtos ndo
lacteos (KRAMER et al., 2009; LUPIEN-MEILLEUR; ROY; LAGACE,
2016).

Neste estudo, foi desenvolvido um ensaio de PMA-qPCR para
quantificacdo de células viaveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 em
microcapsulas de suco de maracuja probidtico. Todas as amostras foram
quantificadas por contagem de placas e ensaios de qPCR,
simultaneamente. As curvas padrdo Cq versus log UFC foram plotadas
usando as médias das contagens de UFC obtidas por plaqueamento a
partir das microcapsulas probioticas coletadas 1 dia ap6s o processo de
microencapsulagdo. Posteriormente, as contagens de Bifidobacterium
BB-12 (log UFC g!) foram calculadas usando os valores de Cq obtidos,
conforme detalhado na secdo 2.7. A Tabela 3.4 apresenta os resultados
das contagens de células viaveis de Bifidobacterium BB-12 nas diferentes
formula¢des de microcapsulas de suco de maracuja probidtico, obtidas
através das trés técnicas de quantificacdo, durante o armazenamento a
4 °C.

Nao foi detectada a presenca de B. lactis BB-12 nas microcapsulas
denominadas controles, uma vez que nao houve sinal de amplificagdo nos
ensaios de qPCR e PMA-qPCR. Além disso, estas amostras também nao
apresentaram crescimento quando submetidas ao plaqueamento em meio
seletivo. Estes resultados demonstraram que ndo houve contaminagao
entre as solugdes de alimentacdo controles e as solugdes adicionadas de
cultura probidtica durante o processo de microencapsulagdo, o que
poderia causar sinais falso-positivos e imprecisdo na quantificagdo de
bactérias probiodticas nas microcapsulas resultantes.
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Tabela 3.4: Comparacio das contagens de células vidveis de B. animalis subsp. lactis BB-12 (log UFC g!) obtidas por qPCR,
PMA-qPCR e contagem em placas, a partir de amostras das trés formulagdes de suco de maracujd probidtico microencapsulado

coletadas apos 1 e 30 dias de armazenamento a 4 °C.

Contagem por

Contagem por

Contagem em placas

Amostra qPCR (log UFC g)? PMA-qPCR (log UFC g')? (log UFC g'h)P
Dia 1 Dia 30 Dia 1 Dia 30 Dia 1 Dia 30
M1 10,49 £0,17 10,43 £0,17 7,95+ 0,08 8,78 £ 0,30 8,74 £ 0,08 8,78 £ 0,04
M2 10,76 £0,12 10,22 £ 0,20 8,69 + 0,09 8,89+0,14 8,69 £ 0,05 8,64 +0,05
M3 10,36 0,28 9,95+ 0,24 8,92+0,51 8,50+0,35 8,51 +0,04 8,49 +£ 0,03

3 Média + DP (n = 12), calculados a partir de dois extratos de DNA independentes, avaliados em duplicata na qPCR,

em trés corridas independentes.

b Média + DP (n = 4), das contagens em placas em quadruplicata.
M1: microcapsulas produzidas com 200 g L' de maltodextrina; M2: microcapsulas produzidas com 100 g L' de

maltodextrina e 100 g L' de inulina; e M3: microcapsulas produzidas com 200 g L'! de inulina.
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Foram observados maiores valores de log UFC para a enumeragao
de B. animalis subsp. lactis BB-12 pelo método de qPCR quando
comparado aos obtidos por PMA-qPCR e contagem em placas para todas
as amostras de microcapsulas, e as contagens permaneceram praticamente
inalteradas durante o periodo de armazenamento avaliado. Esta diferenca
observada entre as contagens obtidas pelos métodos de gPCR e PMA-
gPCR se deve a incapacidade do ensaio de qPCR convencional em
diferenciar células viaveis e ndo viaveis ou mortas, uma vez que o DNA
total extraido das amostras ¢ amplificado, acarretando em um numero
superestimado de células viaveis (POSTOLLEC et al., 2011). De acordo
com Nocker, Cheung e Camper (2006), o DNA pode permanecer intacto
no ambiente por até trés semanas apds a morte celular. Resultados
semelhantes foram relatados anteriormente por outros estudos que
avaliaram a eficiéncia de métodos de qPCR e PMA-qPCR para
quantificacdo de células viaveis em produtos probidticos (VILLARREAL
etal., 2013; MATIAS et al., 2016; SCARIOT et al., 2018).

Neste estudo, a populagdo de células bacterianas mortas ou cujas
membranas foram danificadas irreversivelmente, presentes nas amostras
de microcapsulas se deve, provavelmente, ao processo de
microencapsulagdo por spray drying, uma vez que as culturas probioticas
sdo submetidas a alta temperatura e rapida desidratagdo, sendo estas as
principais causas de estresse e perda de viabilidade relatadas na literatura
para culturas bacterianas submetidas a secagem por atomizagdo
(TRIPATHI; GIRI, 2014). De acordo com Meng et al. (2008), a 4gua livre
desempenha um papel importante na estabilizacdo da integridade
estrutural e funcional de macromoléculas bioldgicas. Sendo assim, a
remocdo de agua durante o processo de secagem pode levar a
desestabilizagdo e danos estruturais as membranas celulares bacterianas,
resultando em perda ou comprometimento da fungéo celular.

Por outro lado, valores semelhantes de contagens foram obtidos
através dos ensaios de PMA-qPCR e de contagem em placas, para todas
as amostras de microcdpsulas. Estes resultados demonstram que o
tratamento com o corante PMA foi eficiente em discriminar células
viaveis e ndo vidveis nas amostras, permitindo a deteccio de DNA
proveniente apenas de células com membrana celular integra, por meio
da inibi¢do da amplificacio do DNA de células com membranas
danificadas (ELIZAQUIVEL; AZNAR; SANCHEZ, 2013). Resultados
similares foram observados em outros estudos. Garcia-Cayuela et al.
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(2009) avaliaram a viabilidade de diferentes espécies de bactérias acido
laticas em um produto comercial simbiético por gPCR combinado com
PMA e por plaqueamento em meios seletivos, e observaram resultados
similares entre estes dois métodos de quantificagdo. Santos et al. (2018)
observaram uma alta correlagdo positiva entre o método de plaqueamento
tradicional ¢ 0 método de PMA-qPCR para a avaliacdo da viabilidade de
Bifidobacterium BB-12 em emulsdes alimenticias probidticas.

Durante o periodo de armazenamento, as contagens de B. animalis
subsp. lactis BB-12, obtidas por PMA-qPCR e contagem de placas,
permaneceram estaveis em todas as formulagdes de microcapsulas, com
valores superiores a 8 log UFC g, os quais representam dosagens
efetivas, segundo o critério recomendado para produtos probidticos (> 6
log UFC/g ou mL), necessarias para alcangar beneficios a saide (BAKR,
2015). Estes resultados estdo de acordo com os observados em um estudo
anterior (DIAS et al., 2018) realizado com estas mesmas formulagées de
suco de maracuja probidtico microencapsulado. No primeiro estudo,
observou-se que o armazenamento refrigerado foi favoravel e necessario
para garantir a estabilidade da cultura probidtica nessas amostras.
Entretanto, diferentemente deste estudo, ndo foi observado no presente
estudo um efeito significativo de recuperagdo celular durante o
armazenamento, visto que as diferencas observadas entre as contagens
realizadas nos dias 1 e 30 foram consideradas de pouca relevancia
microbiolégica. De forma semelhante, Kramer et al. (2009) relataram
contagens elevadas de Bifidobacterium lactis em um produto liofilizado
em capsulas, obtidas por PMA-qPCR bem como por contagem em placas,
as quais permaneceram praticamente inalteradas durante 90 dias de
armazenamento.

De acordo com os resultados obtidos pelos métodos de PMA-
gPCR e o método tradicional de contagem em placas, todas as
formula¢des de microcapsulas de suco probidtico de maracuja obtidas
pelo uso de diferentes agentes encapsulantes garantiram a manutencao da
sobrevivéncia das bifidobactérias durante o periodo de armazenamento,
podendo ser uma alternativa como matriz alimentar ndo lactea para
incorporagdo de microrganismos probioticos.
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4 CONCLUSAO

Este estudo mostrou a adequagdo do método PMA-qPCR
desenvolvido para avaliar a viabilidade do microrganismo probiodtico
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 em uma matriz alimentar
nio lactea complexa, como as microcapsulas de suco de maracuja
probidtico. O ensaio PMA-qPCR ¢ especifico e preciso para quantificagéo
de células viaveis em amostras de alimentos, quando comparado com os
métodos tradicionais dependentes de cultivo. Outra vantagem oferecida
pelo método PMA-qPCR ¢é que este permite uma quantificagdo mais
rapida e com menor produgdo de residuos, quando comparado ao tempo
necessario para obter resultados com a contagem em placas (72 horas) e
a necessidade do uso de sistemas de geracdo de atmosfera anaerdbia.

Sendo assim, este método constitui uma abordagem promissora
para avaliacdo rapida da viabilidade do probiotico Bifidobacterium BB-
12 em um produto alimenticio, para monitoramento de rotina, bem como
para estudos de estabilidade. Este foi o primeiro estudo a descrever a
aplicagdo da técnica de qPCR acoplada ao tratamento com PMA para a
quantificacdo de células vidveis de Bifidobacterium BB-12
microencapsulada por spray drying em uma matriz nao lactea.
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CONSIDERACOES FINAIS

A microencapsulag¢dao do suco de maracuja adicionado da cultura
probiotica Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 com diferentes
agentes encapsulantes pela técnica de spray drying mostrou-se
promissora no que diz respeito ao desenvolvimento de novos produtos
com potenciais propriedades funcionais. Este foi o primeiro estudo
publicado empregando a tecnologia de microencapsulagéo para o suco de
maracuja contendo probioticos, com o objetivo de produzir uma bebida
funcional em p6 ndo lactea estavel e que preserva a viabilidade probiotica.

Todas as formulagdes de microcapsulas desenvolvidas foram
consideradas probioticas, uma vez que apresentaram contagens de células
vidveis acima de 6 log UFC g! durante os 30 dias de armazenamento a
4 °C. No entanto, o armazenamento a 25 °C mostrou-se prejudicial para
a viabilidade das bifidobactérias. Foi observado que o uso de inulina
como agente encapsulante proporcionou melhor protecdo as
bifidobactérias durante o processo de microencapsulagdo e posterior
armazenamento em ambas as temperaturas, além de resultar em
microcapsulas com propriedades fisicas e tecnoldgicas mais adequadas.
Sendo assim, sugere-se o uso de inulina na propor¢ao de 20% como a
formulagdo mais adequada de agente encapsulante para
microencapsulacao de Bifidobacterium BB-12 em suco de maracuja.
Ademais, os resultados obtidos neste estudo sugerem o potencial uso do
suco de maracuja como uma matriz adequada para incorporagdo de
probidticos.

O ensaio PMA-qPCR mostrou-se uma ferramenta eficiente para
avaliar a viabilidade celular de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12 nas microcapsulas de suco de maracuja durante o armazenamento
refrigerado, permitindo a quantifica¢do rapida, especifica e precisa deste
microrganismo nesta matriz alimentar ndo lactea complexa. Os valores
das contagens obtidas por PMA-qPCR e contagem em placas foram
semelhantes. Dessa forma, este estudo trouxe novas informagdes acerca
da aplicabilidade de um método independente de cultivo baseado em
abordagem molecular para quantificagdo deste microrganismo, podendo
ser aplicado para estudo de vida util de demais alimentos adicionados
desta cultura probidtica. Tendo em vista o seu excelente desempenho para
a quantificagdo de Bifidobacterium BB-12, sugere-se o uso posterior para
o estudo da sobrevivéncia desta cepa microencapsulada em suco de
maracuja frente as condigdes do trato gastrointestinal in vitro,
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reconhecidas por serem condi¢des promotoras de estresse celular. Através
do emprego do método de PMA-qPCR, seria possivel avaliar os
diferentes graus de suscetibilidade da cultura probidtica a essas
condigdes, visto que este método permite diferenciar a populacdo de
células viaveis, ndo viaveis e viaveis mas ndo cultivaveis.

Além dos resultados apresentados nesta tese, resultados
promissores foram obtidos quanto a sobrevivéncia das bifidobactérias
presentes nas microcapsulas de suco de maracuja probiotico submetidas
a simulacdo das condigdes gastrointestinais (ANEXO E).
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ANEXOS

ANEXO A - Artigo “Development and physico-chemical
characterization of microencapsulated bifidobacteria in passion fruit
juice: A functional non-dairy product for probiotic delivery”
publicado na revista Food Bioscience, 2018 (ISSN:2212-4292).

Caontents lists available at SdenceDirect
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Fabiani Cristina de Oliveira Santana, Silvani Verruck, Carmen Maria Olivera Miiller,
Elane Schwinden Prudéncio, Renata Dias de Mello Castanho Amboni*
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywands The alm of this study was to produce a powdered poblotic passon fruit jukce, in order to develop a new non-
Microencapsul ation dairy probiotic beverage. For this purpose, passion fruit juice added with Bifidobacteriom animalis sp. licts BB-
Pas siflar eclis flavispa 12 was microencapsulated by spray drying using and/or inulin as agents The mi-
Makodexmin

crocapsules obtained were chamcterized In relation to their morphological, physical and thermogravimetric
In“;:u: properties after spray drying. The visbility of probiotic microorganism, as wel as the powders' molsture content,
S;"y dry;';" water activity, s0lability and color were evaluated throughout 30 daysof stomge at 25 'Cand 4°C The storage at
4°C resulted in a better maintenance of problotic viability throughout the storage period. During storage at
25°C, the sample made only with maltodextrin showed loss of viability of the bifidobacteria while the sample
made with imilin offered better protection to the encapsulated bacteria. The different carrler agents affected the
morphology and the particle size of the microcapsules. Al the probiotic jukce powders had similar flow char-
acteristics. The use of maltodextrin resulted in igher values for moisture content and wateractivity. Throughout
storage, an increase in molsture content and water activity was noted far all the samples. All the powders showed
high solubility indexes. An increase in lumingsity and a concurrent reduction in b* values throughout storage
was noted for all the juice powder formulations at both temperatures, but mare markedly at 25°C. The results of
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de encapsulacio e viabilidade de Bifidobacterium animalis ssp. lactis
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