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RESUMO

SANTOS, Matheus Augusto Silva. Producdo, caracterizacao e viabilidade de particulas
carreadoras de leveduras utilizando a gelificacao i6nica. 2019. 86p Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Neste trabalho foram desenvolvidas, caracterizadas e avaliadas em relagcdo a viabilidade,
particulas carreadoras de leveduras, obtidas através da encapsulacéo pelo método de gelificacdo
ibnica externa e interna, seguida de secagem. Para isso, a execu¢do do trabalho foi dividida em
duas partes. Na primeira etapa foi realizada a comparacdo de duas técnicas de encapsulacgéo,
gelificagdo idnica externa e interna, como protetoras de células de Saccharomyces cerevisiae,
seguidas de secagem em estufa. Nesta etapa foram realizadas cinéticas de secagem, e os dados
experimentais foram ajustados a modelos matematicos. Foi calculada a eficiéncia da
encapsulacdo e da secagem, e as particulas foram analisadas em relacdo ao teor de umidade, a
higroscopicidade, atividade de agua e morfologia. Apesar de ambas as técnicas apresentarem
similar eficiéncia de encapsulacdo, a gelificacdo ibnica interna apresentou 6leo residual na
superficie das particulas e uma menor eficiéncia de secagem quando comparada a gelificacdo
ibnica externa. Assim, esta Ultima foi selecionada para a segunda parte do trabalho, na qual foi
realizada a encapsulacdo da cepa Saccharomyces boulardii por gelificacdo idnica externa. As
particulas obtidas foram secas em quatro temperaturas diferentes (30, 40, 50 e 60 °C), avaliando
a cinética de secagem, a eficiéncia de encapsulacdo e de secagem, a viabilidade das leveduras
antes e depois do processo e a umidade e a higroscopicidade. Foi avaliado também o
recobrimento das particulas com quitosana, que, em seguida, foram secas na temperatura que
apresentou maior eficiéncia. A caracterizacgdo foi realizada quanto a umidade, higroscopicidade,
atividade de 4agua, morfologia, eficiéncia de encapsulagdo e por espectroscopia de
infravermelhos. Além disso, foram realizadas isotermas de sorcdo, e o estudo da estabilidade
durante o armazenamento e a resisténcia, quando submetidas a simulagdo gastrointestinal in
vitro. A temperatura de secagem selecionada foi a de 40 °C, por apresentar a maior taxa de
sobrevivéncia da levedura S. boulardii. As particulas recobertas com quitosana apresentaram
uma maior resisténcia aos fluidos do trato gastrointestinal, e ainda, maior protecdo durante o
armazenamento em todas as temperaturas analisadas. O desenvolvimento de particulas
carreadoras de leveduras a partir da utilizacdo de técnicas de encapsulacao, gelificacdo i6nica
externa e interna, propicia 0 aumento da viabilidade deste micro-organismo.

Palavras chave: microencapsulacéo, gelificacdo idnica, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii.



ABSTRACT

SANTOS, Matheus Augusto Silva. Production, characterization and viability of yeast
carrier particles using ionic gelation. 2019. 86p Dissertation (Master in Food Science and
Technology). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

In this work, yeast carrier particles, obtained through encapsulation by the external and internal
ionic gelation method, were developed, characterized and evaluated in relation to viability,
followed by drying. For this, the research was divided into two parts. In the first step, two
encapsulation techniques, external and internal ionic gelation, were carried out as
Saccharomyces cerevisiae cell protectors, followed by oven drying. At this stage, drying
kinetics were performed, and the experimental data were fitted to mathematical models. The
encapsulation and drying efficiency was calculated, and the particles were analyzed for
moisture content, hygroscopicity, water activity and morphology. Although both techniques
presented similar encapsulation efficiency, internal ionic gelation had residual oil on the surface
of the particles and a lower drying efficiency when compared to external ionic gelation. Thus,
the latter was selected for the second part of the work, in which the encapsulation of
Saccharomyces boulardii strain was carried out by external ionic gelation. The obtained
particles were dried at four different temperatures (30, 40, 50 and 60 °C), evaluating drying
kinetics, encapsulation and drying efficiency, yeast viability before and after the process and
moisture and hygroscopicity It was also evaluated the coating of the particles with chitosan,
which were then dried at the temperature that showed the highest efficiency. The
characterization was carried out regarding moisture, hygroscopicity, water activity,
morphology, encapsulation efficiency and infrared spectroscopy. In addition, sorption
isotherms were performed, and the study of storage stability and resistance, when submitted to
gastrointestinal simulation in vitro. The selected drying temperature was 40 °C, as it had the
highest survival rate of S. boulardii yeast. The particles coated with chitosan presented a greater
resistance to the fluids of the gastrointestinal tract, and also, greater protection during the
storage in all the temperatures analyzed. The development of yeast-bearing particles from the
use of encapsulation techniques, external and internal ionic gelation, enhances the viability of
this microorganism.

Keywords: microencapsulation, ionic gelation, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii.
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CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL

13



1 INTRODUCAO

A microencapsulacdo é uma tecnologia empregada por diversas areas industriais,
principalmente alimenticia e farmacéutica, e pode ser entendida ou definida como sendo o
processo pelo qual varios compostos ou micro-organismos podem ser armazenados dentro de
uma estrutura de tamanho microscopio ou revestimento para a protecdo e/ou posterior liberacao
(GARTI e MCCLEMENTS, 2012; GAONKAR et al., 2014).

Muitos estudos utilizam a microencapsulacdo como métodos protetivos para preservar
o nlcleo de interesse. Neste processo, o recheio € incorporado em uma matriz capaz de fornecer
a protecdo contra os fatores externos, durante a producdo, armazenamento e ingestdo dos
alimentos, preservando o material ativo das particulas contra o pH baixo, os sais biliares e
outros produtos presentes no transito gastrointestinal, e ainda, garantindo a liberacdo controlada
em condigOes particulares (DUONGTHINGOC et al., 2013; RATHORE et al.,, 2013,
HOLKEM et al., 2017; SHORI, 2017).

No mundo globalizado, a busca por alimentos que possuam funcionalidade tem
aumentado a cada ano. Com este propdsito, as indastrias de alimentos, farmacéuticas e
quimicas, procuram inserir em seus produtos micro-organismos probioticos (ZHANG et al.,
2016), que sdo capazes de manter e também restaurar a satde intestinal, reduzindo problemas
como: diarreia, doencas intestinais inflamatdrias, Ulceras e até mesmo o cancer (SIRESWAR
etal., 2017).

O termo probidtico foi utilizado pela primeira vez por Kollath (1953) e se tornou um
conceito bastante presente na atualidade. Segundo a FAO/OMS (2002), consiste em micro-
organismos vivos que possuem a capacidade de conferir beneficios aos seres humanos e
também a outros animais.

As bactérias sdo comumente utilizadas como probidticas, principalmente as acido-
lacticas, como Lactobacillus e Bifidobactérias, mas também sdo encontradas a utilizacdo de
fungos, Saccharomyces e Aspergillus (HOSSAIN et al., 2017).

As leveduras, principalmente Saccharomyces séo utilizadas como agentes terapéuticos
e preventivos de doencas intestinais, trazendo beneficios para a saide humana, tais como a
producdo de enzimas que degradam toxinas patogénicas, fortalecendo o sistema imunolégico
(ARSLAN et al., 2015).

Entretanto, para que haja um beneficio na ingestdo de tais micro-organismos, eles
devem ser capazes de tolerar o ambiente &cido do estbmago e ter sua liberacdo apenas no colon.
Além disso, outros fatores como as condi¢cBes de armazenamento e processamento podem
causar a baixa sobrevivéncia desses micro-organismos (HOLKEM et al., 2017).

Sendo assim, torna-se necessario a utilizagdo de métodos protetivos que preservem a
célula de interesse. Com este propdsito, algumas técnicas sdo empregadas na
microencapsulacdo de micro-organismos probidticos, destacando-se as seguintes: extrusao,
atomizacao ou secagem por pulverizacdo, emulsificacao e gelificacdo ibnica (SULTANA et al.,
2000; DUONGTHINGOC etal., 2013; ARSLAN et al., 2015; MARTIN et al., 2015; HOLKEM
et al.,, 2017). A gelificacdo ibnica externa é um dos mais amplos mecanismos de
microencapsulacdo utilizados para formar hidrogéis, seguido pela técnica de gelificacdo
interna. Ambas, baseiam-se na reticulagdo entre as cadeias poliméricas quando expostas a sais
divalentes, principalmente calcio, imobilizando as células microbianas nas particulas que sdo
formadas (LEONG et al., 2016).

Entre os polimeros mais utilizados e estudados para encapsular células microbianas que
podem ser empregados na gelificacdo idnica, o alginato se destaca por fornecer um ambiente
com condicOes apropriadas para a imobilizacdo da cultura probidtica, usando reagentes
biocompativeis e baixas temperaturas. Porém, ap0s a encapsulacdo podem ocorrer a formagédo
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de poros na rede do gel, permitindo a difusdo do material de interesse para 0 ambiente externo
(SIMO et al., 2017).

A fim de aumentar a estabilidade mecéanica e quimica do gel e aprisionar mais
fortemente o nucleo, um recobrimento da particula com um polimero catiénico, como a
quitosana, pode ser realizado (CAO et al., 2014).

Além do recobrimento, a secagem das particulas pode contribuir para 0 aumento da
resisténcia frente as modificagdes do meio, tanto quimicas quanto fisicas, das particulas, ou
seja, da matriz encapsulante, incrementando ainda mais a estabilidade do produto formado e
tornando-o, em relacdo a estocagem, viavel por muito mais tempo.

Alguns métodos de secagem sdo comumente utilizados em conjunto com a
microencapsulacdo, como: liofilizacdo, Spray dryer e leito fluidizado (DUONGTHINGOC et
al., 2013; SCHELL e BEERMANN, 2014; ARSLAN-TONTUL e ERBAS, 2017; CHEN et al.,
2017). Porém, até 0 momento, ndo foram encontrados na literatura a secagem utilizando estufa
de circulacdo de ar, de particulas de levedura obtidas a partir da gelificacdo iénica.

Portanto, torna-se importante investigar a microencapsulacdo de células de levedura,
pelo método da gelificagdo ibnica externa e interna, a fim de que ocorra a preservacdo das
propriedades probidtica destes micro-organismos. Além disso, ha a necessidade de se estudar o
desenvolvimento e a caracterizacdo das particulas secas, para obter, ao final, particulas estaveis
gue aumentem a disponibilidade do uso deste ingrediente probidtico em alimentos funcionais
com alto valor agregado.

2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a viabilidade de microparticulas carreadoras de
levedura, obtidas através da microencapsulacdo pelo método de gelificacdo idnica externa e
interna, seguida de secagem.

2.2 Obijetivos Especificos

o Comparar as técnicas de gelificacdo ibnica externa e interna, em relacdo ao
processo e caracteristicas das particulas formadas;

A partir da técnica selecionada:

. Caracterizar as particulas obtidas quanto a umidade, higroscopicidade, atividade
de 4gua e morfologia;

o Realizar o estudo da cinética de secagem nas temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C
das particulas;

. Avaliar a estabilidade das particulas secas em relacdo a estocagem durante 120
dias nas temperaturas de -18, 7 e 30 °C;

o Realizar a construgéo de isotermas de sorc¢ao e o estudo da resisténcia, quando

submetidas a simulacéo gastrointestinal, das particulas secas.
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2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

211 Microencapsulacéo

A microencapsulacdo surgiu a partir da necessidade em proteger compostos bioativos,
ingredientes alimenticios, farmacos, componentes de cosméticos e micro-organismos, com 0
objetivo de aumentar a estabilidade e a resistencia a ambientes externos extremos, como as
condigdes gastrointestinais. O processo de microencapsulagdo consiste no armazenamento de
pequenas particulas ou gotas no interior de uma camada de revestimento ou matriz (SHAHIDI
e HAN, 1993; GARTI e MCCLEMENTS, 2012).

Os compostos bioativos ou micro-organismos, quando microencapsulados, sao
chamados de ndcleo ativo ou fase interna, enquanto o material que faz o envolvimento deste
ativo é, geralmente, chamado de parede, membrana, fase de suporte ou revestimento. E
importante que o revestimento seja inerte ao nacleo, podendo ser composto de polissacaridios
naturais ou modificados, lipidios, proteinas, ceras e polimeros sintéticos (F. GIBBS, 1999).

A microencapsulacdo de um composto bioativo ou micro-organismo também garante a
sua liberacao controlada, que pode ocorrer ao longo do tempo, como uma liberagédo sustentada,
em um momento determinado, como num estagio especifico de processamento ou
armazenamento, e ainda, em locais especificos, como no interior do corpo humano, no trato
gastrointestinal. Sao conhecidos diversos mecanismos de liberagdo tais como, temperatura,
dissolucdo em solvente, pressdo ou cisalhamento, pH e acdo enzimatica (GAONKAR et al.,
2014).

As estruturas formadas durante a microencapsulacdo podem ser agrupadas em
categorias, ou seja, microcapsulas ou particulas. Morfologicamente, a primeira denominacao
ocorre quando o nucleo estd completamente envolvido pelo material de parede utilizado,
localizado no interior da matriz, enquanto isso, nas particulas a fase interna esté distribuida por
todo o volume do revestimento, formando uma espécie de ‘esponja’. Existe ainda uma terceira
estrutura formada quando as particulas sdo evolvidas por um recobrimento adicional,
originando uma particula multinucleada (DESAI e JIN PARK, 2005; GAONKAR et al., 2014).
Além disso, as microparticulas podem também variar de tamanho dependendo da técnica de
microencapsulacdo utilizada (Tabela 1).

Tabela 1: Didmetro médio das particulas para cada técnica de microencapsulagéo.

Técnica de Microencapsulacéo Diametro médio (pm)
Spray Drying 10 a 100
Gelificagdo idnica por emulsificagao 0,1 a1000
Gelificag&o iOnica por extrusdo 100 a 5000
Co-extruséo 100 a 9000
Spray Chilling 1 a 5000

Fonte: Adaptado de BURGAIN et al. (2011).

2.1.2 Probioticos
Os probidticos sdo definidos como micro-organismos vivos com a capacidade de
conferir beneficios ao hospedeiro quando administrado de forma adequada (FAO/WHO, 2002).
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As quantidades recomendadas para ingestdo podem variar entre os paises. No Brasil, a
quantidade minima diaria de probidticos é de 108 a 10° UFC/g a fim de que se alcance uma agéo
terapéutica, ou seja, sdo necessarios o consumo de 100 g de alimento que contenham cerca de
10° a 10" UFC de micro-organismos probidticos (ANVISA, 2002). Enquanto nos Estados
Unidos a exigéncia é de 108 UFC/g de produto (DALIRI e LEE, 2015).

A utilizacdo de probitticos na dieta estd associada a diminuicdo do risco de
desenvolvimento de inimeras doencas relacionadas ao trato gastrointestinal humano. Com a
recuperacdo e manutencdo da homeostase intestinal e doengas como diarreia, inflamaces e
irritacdo no intestino, Ulceras estomacais e até mesmo alguns tipos de cancer podem ser evitadas
com a ingestdo diéria de linhagens probioticas (ZHANG et al., 2016).

A acdo dos probioticos pode ser entendida por partes. Primeiramente esta relacionada
com a modulacdo das defesas do hospedeiro, ou seja, podem influenciar o sistema imunol6gico
através da geracao de metabolitos, componentes da parede celular ou DNA. Sendo assim, as
células intestinais sdo o alvo principal. A segunda esté vinculada com o efeito que pode ocorrer
sobre outros micro-organismos, principalmente os patdgenos, buscando reestabelecer o
equilibrio microbiano intestinal. E por fim, podem ser capazes de afetar alguns produtos
microbianos como as toxinas (COOK et al., 2012; POLONI et al., 2017).

Além da necessidade em comprovar os efeitos benéficos ao organismo, os probidticos
devem ser capazes de sobreviverem, proliferarem e colonizarem locais especificos. Sob
nenhuma hip6tese podem ser patdgenos ou desencadear respostas alérgicas ao hospedeiro.
Devem ser estimuladores do sistema imunoldgico contra patégenos. E importante que estes
micro-organismos sejam facilmente cultivaveis e resistentes as condi¢cGes de manipulacéo
tecnoldgica, como por exemplo, temperatura, pH e concentracdo de oxigénio (DALIRI e LEE,
2015).

Como a acdo destes micro-organismos ocorre no interior do intestino, uma das primeiras
barreiras a ser suportada € a saliva, rica em amilases, seguida pela acidez estomacal e a bile no
trato digestivo, antes da chegada ao intestino. Diversas bactérias possuem propriedades
probidtica, e 0s grupos mais estudados sdo das bactérias lacticas e bifidobactérias. Entretanto,
algumas linhagens de leveduras e de fungos filamentosos também sdo considerados probioticos,
com comprovadas acdes benéficas ao hospedeiro (TRIPATHI e GIRI, 2014).

2.1.3 Género Saccharomyces

Embora as leveduras sejam utilizadas como micro-organismos produtores de bebidas
fermentadas, principalmente cervejas, algumas linhagens possuem propriedades probidtica. S&o
totalmente diferentes do comportamento de bactérias probidtica, com diferentes estruturas
fisiolGgicas e possuem a vantagem de ndo adquirirem genes resistentes ou nao serem afetadas
por antibidticos (CINDORUK et al., 2007).

Dentre as linhagens mais utilizadas de Saccharomyces se destaca a Saccharomyces
boulardii. Esta levedura foi isolada pela primeira vez da casca de lichia na Indochina e utilizada
para o tratamento de diarreias na Franca na década de 60. Diversos estudos sdo encontrados na
literatura, em animais e humanos voluntarios, indicando um perfil eficaz como método
preventivo e terapéutico para o tratamento de diarreias, alem de ser seguro para a ingestao oral
(MCFARLAND e BERNASCONI, 1993).

Estas leveduras possuem uma taxa de crescimento maior entre as temperaturas de 22 a
30 °C, embora existam linhagens capazes de tolerar a temperaturas mais altas. A S. boulardii é
uma das poucas que sobrevivem a temperatura de 37 °C e ainda, possuem certa capacidade de
tolerar a acidez estomacal em periodos curtos. Quando administrada por via oral, grande parte
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é destruida, geralmente a concentracdo nas fezes ¢ de 100 a 1000 vezes menor que a
concentracgéo inicial (MCFARLAND e BERNASCONI, 1993; MCFARLAND, 2010).

Atualmente, as leveduras probiotica sdo utilizadas em mais de 80 paises entre a Europa,
América do Sul e do Norte e Oriente Médio. Existem muitos produtos comercializados com
linhagens de Saccharomyces, na forma de pos liofilizados ou em capsulas, podendo ainda estar
presente em misturas de linhagens probidtica em cdpsulas ou em bebidas (FLOCH et al., 2016).

Segundo Mcfarland (2010) a S. boulardii os mecanismos de acdo desta levedura no
colon podem ser subdivididos em 3 principais areas, luminal, trofica e como sinalizador na
mucosa para efeitos anti-inflamatorios. O autor descreve, ainda, efeitos protetivos desta cepa
no organismo humano, a degradacdo de toxinas patogénicas, interferem na adesdo de
patdgenos, preservam a fisiologia intestinal normal, restauracéo indiretamente do equilibrio de
acidos graxos de cadeia curta, também pode agir no aumento dos niveis de IgA (imunoglobulina
A).

Os probioticos do género Sacharomyces foram testados quanto a eficécia clinica em
varios tipos de doencas agudas, incluindo diarreia associada aos antibidticos, infeccdes por
Clostridium difficile, doenca de Helicobacter pylori (H. pylori), diarreia adulta aguda, diarreia
enteral nutricional e diarreia do viajante (MANSOUR-GHANAEI et al., 2003; CINDORUK et
al., 2007; SZAJEWSKA et al., 2007).

Sharif et al. (2016) investigaram através de estudos clinicos a eficiéncia de levedura, S.
boulardii, no combate dos sintomas da diarreia em criangas. ldentificaram que com a
administracdo deste micro-organismo probiotico, ha uma diminui¢do substancial dos sintomas,
da gravidade e também do tempo de duracdo desta doenca. Além disso, Hayes e Vargas (2016)
encontraram também evidéncias de melhora da diarreia em criancas quando estas faziam
tratamentos com antibidticos.

Recentemente estudos na area animal revelaram que linhagens de S. cerevisiae foram
capazes de absorver micotoxinas quando utilizadas na alimentacéo. Este estudo relata ainda que
0 uso deste método bioldgico pode substituir a administracdo de antibidticos, além de ser
considerado probidtico (POLONI et al., 2017).

Sendo assim, a utilizacdo de métodos protetivos pode aumentar a resisténcia destes
micro-organismos, e ainda, auxiliar na insercdo destas leveduras probidtica em produtos
alimenticios industrializados.

2.1.4 Microencapsulacéo aplicada a micro-organismos

Os micro-organismos probidticos estdo susceptiveis as condi¢bes adversas do ambiente
em que se encontram, muitas vezes diminuindo ou inibindo sua sobrevivéncia e proliferacdo
(RATHORE et al., 2013).

A fim de contornar este problema, a microencapsulacdo das células microbianas tem
sido utilizada com o objetivo de melhorar a viabilidade frente aos micro-organismos livres,
protegendo e fornecendo resisténcia no armazenamento, processamento e a ambientes extremos
como o trato gastrointestinal (SULTANA et al., 2000; TRIPATHI e GIRI, 2014).

Diversas técnicas de microencapsulagdo foram investigadas com a finalidade de manter
0 micro-organismo vivo e em quantidade até o local de interesse. Os metodos de
microencapsulacéo de probidticos mais encontrados na literatura sdo por Spray drying (ZHAO
et al., 2008; FRITZEN-FREIRE et al., 2012; ARSLAN, ERBAS, et al., 2015), Spray chilling
(ARSLAN-TONTUL e ERBAS, 2017), gelificacdo iénica por emulsificacdo (TAKEI et al.,
2010; HOLKEM et al., 2017) e extrusdo (MCMASTER et al., 2005; ZHAO et al., 2012).

Estudos sobre a microencapsulacdo de bactérias lacticas s&o comuns e encontrados em
maior quantidade na literatura, como Sultana et al. (2000), Schell e Beermann (2014) e Holkem
et al. (2017), que utilizaram técnicas de microencapsulacdo a fim de aumentar a resisténcia de
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Bifidobacterium e Lactobacillus, durante a simulacdo gastrointestinal. O encapsulamento de
leveduras probidtica também sdo, em menor quantidade, objeto de estudo, criando a
necessidade em explorar métodos adequados a este tipo de cultura.

Segundo Arslan, Erbas, et al. (2015) a microencapsulacdo de uma cultura de S. boulardii
utilizando Spray drying, aumentou significativamente a resisténcia das células quando
analisadas em relagdo a sobrevivéncia na simulagdo do trato gastrointestinal, melhorando a
viabilidade em relacéo aos micro-organismos livres. Resultado este, que também foi encontrado
por Thomas et al. (2014), realizando a microencapsulacao por multiplas camadas.

A Tabela 2 apresenta os estudos encontrados até 0 momento das técnicas utilizadas na
microencapsulacéo de células de leveduras, e ainda, os materiais de parede empregados.
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Tabela 2: Microencapsulacdo de leveduras do género Saccharomyces.

externa

sédio e inulina

Levedura . Técnica de x Material de Parede Referéncia
microencapsulacéo
. boulardii Gelificagdo ionica Alginato de sodio e quitosana (GRAFF et al., 2008)
externa
boulardii Gelificacao ibnica Isolado proteico do soro de (HEBRARD et al.,
' externa leite e alginato de sodio 2010)
. cerevisiae Gelificagdo ionica Alginato de sodio (TAKEI et al., 2010)
interna
(DUONGTHINGOC
boulardii Sprav drvin Isolado proteico do soro de etal., 2013;
' pray drying leite DUONGTHINGOC et
al., 2014)
. boulardii Layer-by-Layer Quitosana e sulfato de dextrina (THOZI\(/)|1A48) etal.,
.. Gelificagdo idnica Goma xantana, alginato de (FRATIANNI et al.,
. boulardii

2014)

. cerevisiae Y235

Gelificagdo idnica
interna

Alginato de sédio e quitosana

(SONG et al., 2014)

Gelificagdo idnica

. boulardii Alginato de sddio (GALLO etal., 2014)
externa
. Gelificacdo idnica . . (GHORBANI-
. cerevisiae Alginato de sédio CHOBOGHLO etal.,
externa
2015)
Maltodextrina DE18, Goma
arabica, amido modificado,
. boulardii Spray drying gelatina, isolado proteico de (ARSLAN, ERBAS, et
SO . al., 2015)
soro de leite, isolado proteico
de pera
boulardii Spray dryng e Goma arabica, B-ciclodextrina, (ARSLAN-TONTUL e
' Spray chilling 6leo de palma hidrogenado ERBAS, 2017)
cerevisiae corr?ﬂaeizr\ia%ac;a Isolado proteico do soro de (DE LACRUZ-
' P drying pray leite e maltodextrina DE10 GAVIA etal., 2018)

. cerevisiae

Gelificacdo ibnica
externa

Alginato de sédio e quitosana

(SUVARNA etal.,
2018)
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2.15 Materiais de parede
A escolha do material de parede é de grande importancia e deve ser realizada de acordo
com a sua compatibilidade com o ativo e com a técnica que sera utilizada para a formacéo das
particulas, além disso, é necessério que seja considerado seguro para o consumo humano. Nas
subsecdes seguintes serdo apresentados os materiais de parede utilizados nas técnicas de
encapsulacdo deste trabalho, alginato de sddio e quitosana.

a) Alginato de sodio

Diversos polimeros naturais possuem a capacidade de formar géis e serem aplicados nos
métodos de encapsulamento. O alginato ¢ um dos mais utilizados, pois a partir de ions
divalentes e a temperatura ambiente, torna-se possivel formar hidrogéis com excelentes
caracteristicas fisicas, como poros entre 5 e 200 nm, termicamente estaveis e ainda, sdo
hidrofilicos, sendo adequados na microencapsulacdo de compostos de alta massa molecular ou
materiais hidrofobicos (LEONG et al., 2016). Através de equipamentos simples, como uma
seringa, podem ser produzidas esferas, proporcionando uma grande versatilidade em seu uso.

O alginato de sodio é o sal de sodio derivado do acido alginico extraido de algas
marinhas marrons, é composto por unidades de monémeros, &cido o-L-gulurdnico e acido -
D-manurdnico (GAONKAR et al., 2014). E um polimero biocompativel e ndo-toxico,
extremamente empregado como material encapsulante para proteger componentes ativos,
principalmente micro-organismos probioticos que séo sensiveis a temperatura, pH, oxigénio e
outros fatores em que 0s alimentos sdo expostos durante 0 armazenamento e processamento
(LEONG et al., 2016). A estrutura do alginato de sodio é apresentada na Figura 1, na qual a
indicacdo G e M representam as unidades do acido a-L-gulurdnico e &cido -D-manurénico,
respectivamente, com a substituicdo de um hidrogénio por sédio.

COONa COONa

COONa 0 HO
o
Naooc” O \%

COONa NaOOC

Figura 1: Estrutura do Alginato de sodio

Além disso, este material possui a propriedade de formar gel na presenca de calcio, a
partir de uma solucéo de cloreto de célcio, garantindo a rigidez das particulas formadas, e ainda,
ndo afeta a viabilidade das células microbianas durante a estocagem, e permite a liberacdo dos
compostos imobilizados (CHAN et al., 2002).

Véarios métodos de microencapsulacéo de probidticos, tanto bactérias quanto leveduras,
com alginato foram relatados, incluindo secagem por pulverizagéo, extrusdo, emulsificacao e
coacervacdo (SULTANA et al., 2000; SONG et al., 2014; HOLKEM et al., 2016).

b) Quitosana
A quitosana é um polimero semi-sintético, ndo toxico, com propriedades de
bioadesividade, formado por unidades de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina, obtida a
partir da desacetilagdo da quitina, polissacarideo natural, extraido do exoesqueleto de
crustaceos. Este polimero, quando submetido a baixos valores de pH apresenta carga positiva
(GANDOMI et al., 2016). A estrutura da quitosana é apresentada na Figura 2.
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Figura 2: a) Estrutura da quitina e b) Estrutura da quitosana.

Este componente tem sido utilizado como um material de recobrimento das particulas
que sdo produzidas a partir de técnicas de encapsulacdo. Com o recobrimento, 0s espagos vazios
(poros) que eventualmente sdo formados com a reticulacdo dos materiais de parede durante a
microencapsulacdo sdo ocupados, diminuindo a interacdo do composto ativo com o ambiente
externo (TRABELSI et al., 2013; GANDOMI et al., 2016; ANSARI et al., 2017).

Sendo assim, existe a possiblidade de revestir as particulas formadas a partir do alginato
de sodio. Ocorre uma interacao eletrostatica entre os compostos, alginato negativo e quitosana
positiva, aumentando a eficiéncia na protecdo de células probidtica com elevacdo da taxa de
sobrevivéncia destes micro-organismos e maior estabilidade em pH baixo (SHORI, 2017).

Thomas et al. (2014) realizaram a microencapsulacdo de S. boulardii pela técnica de
multiplas camadas, utilizando sulfato de dextrana e recobrimento com quitosana e observaram
a melhoria na resisténcia em baixo pH. Chavarri et al. (2010) trabalharam com a técnica de
encapsulacdo por extrusdo com alginato como material de parede e Lactobacillus e
Bifidobacterium como nucleo, também fizeram o recobrimento das particulas com quitosana, e
obtiveram uma maior taxa de sobrevivéncia quando comparado com as células livres.

2.1.6 Microencapsulacéo por gelificacéo idnica

a) Gelificacdo Idnica Externa

Considerado um dos mecanismos mais classicos, a gelificacdo ibnica externa é
amplamente utilizada na formacdo de hidrogéis, principalmente de alginato. E um processo
onde ocorre a difusdo de cations entre as cadeias do polimero, forcando uma reticulacdo e
formando uma membrana semissolida. Diversos ions podem ser utilizados nesta técnica, com
diferente grau de associagdo em relacdo ao alginato, diminuindo conforme a sequéncia, Pb >
Cu > Cd > Ba > Sr>Ca> Co, Ni, Zn > Mn (M@RCH et al., 2006).

Geralmente, uma solugdo do polimero é gotejada em uma solucio de fons Ca?*,
considerado ndo-toxico em rela¢do aos outros cations, ocasionando a formacdo de goticulas
com um nucleo liquido. O mecanismo de formacdo das particulas ocorre a partir da formacéo
de ligacBes cruzadas entre os cations Ca?* e o acido gulurdnico do alginato, formando estruturas
chamadas de caixa de ovo (egg-box), que aprisionam o micro-organismo, a Figura 3 apresenta
o0 desenho esquematico desde processo (LEONG et al., 2016).
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Figura 3: Formacéo do modelo egg-box.

Ansari et al. (2017) analisaram a sobrevivéncia de duas linhagens de bactérias lacticas,
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus, microencapsuladas pela técnica da
gelificacdo externa, utilizando alginato de sédio como material de parede, na simulagao in vitro
do trato gastrointestinal. As células livres obtiveram uma menor resisténcia em relacdo aos
micro-organismos encapsulados, ou seja, atraves desta técnica € possivel criar uma camada
protetora, dependendo do material de parede utilizado, para garantir a liberacdo controlada do
micro-organismo probidtico.

Segundo Halim et al. (2017), o aprisionamento das células bacterianas probidticas P.
acidilactici, em particulas de alginato, pela técnica de gelificacdo ibnica externa, apresentou
um rendimento de cerca de 95%. Esta técnica também foi utilizada na encapsulacdo de
Lactobacillus plantarum, aumentando a sobrevivéncia durante a estocagem. Apo6s 4 semanas
de armazenamento na temperatura de 37 °C, houve uma reducéo de cerca de 80% da viabilidade
das células livres quando comparadas as microencapsuladas (CHUN et al., 2014).

Além da aplicacdo desta técnica em bactérias probioticas, sdo encontrados na literatura
a sua utilizacdo na microencapsulacdo de leveduras. Gallo et al. (2014) realizaram a
microencapsulacao de S. boulardii pela técnica de gelificacdo i6nica externa utilizando alginato
de sddio como material de parede, encontraram um rendimento de microencapsulacao de 90%,
além disso, houve uma maior resisténcia das linhagens microencapsuladas frente as células
livres na simulacdo gastrointestinal. Este resultado também foi identificado por Ghorbani-
Choboghlo et al. (2015) utilizando cepa de S. cerevisiae.

b) Gelificacdo I6nica Interna

A técnica de microencapsulacédo por gelificacdo i6nica interna como a técnica anterior,
é baseada na reticulacéo das cadeias poliméricas na presenca de ions Ca?*, com a ocorréncia da
formacdo do modelo egg-box, porém o processo de obtencdo das particulas ocorre em duas
etapas. Na primeira etapa uma solu¢do com o material polimérico contendo uma dispersao
insoldvel de carbonato de célcio (CaCOs) e 0 composto ou micro-organismo de interesse
dispersa em uma fase organica, geralmente 6leo vegetal, formando uma emuls&o agua em 6leo.
Ao final do processo, 0 meio é acidificado liberando os ions Ca?* propiciando a formagéo de
uma rede do polimero internamente (PONCELET et al., 1992; HOLKEM et al., 2016).

Nesta técnica, a liberacdo do Ca?* ocorre no interior das goticulas de alginato presentes
na emulsdo, isso faz com que a reticulacgao se inicie no interior destas, aprisionando o ativo. Em
contraste com a gelificagdo ibnica externa, a estrutura do gel produzido pela gelificacdo interna
¢ mais homogéneo, embora a formacdo de poros seja maior, devido a saida do dioxido de
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carbono, aumentando a interacdo entre o composto encapsulado e o ambiente externo (LEONG
etal., 2016).

Uma das principais desvantagens da técnica € a dificuldade em retirar a fase oleosa que
permanece aderida a superficie das particulas ap6s a separacéao por filtragcdo ou centrifugacgéo e
ainda, o tamanho das particulas é afetado tanto pela reticulacdo das cadeias poliméricas,
dependente da concentracdo do surfactante, quanto da velocidade da rotacdo empregada para
gerar a mistura de a4gua e 6leo (RATHORE et al., 2013).

Alguns estudos indicam que a gelificacdo ibnica interna, como técnica de
microencapsulacao, possui uma alta taxa de eficiéncia de encapsulagéo e protecdo do micro-
organismo probiotico. Segundo Holkem et al. (2016) esta técnica garante o aumento da
viabilidade de células de bactérias lacticas, melhorando a resisténcia quando submetidas aos
fluidos gastrointestinais.

Takei et al. (2010) microencapsularam S. cerevisiae por gelificacdo idnica interna e
encontraram uma eficiéncia superior ao valor de 50%. Lactobacillus spp. também foram
encapsulados por este método utilizando alginato de sodio. A eficiéncia da encapsulacéo
encontrada ap6s 150 dias de estocagem em uma temperatura de 25 °C foi superior a 90%
(SANCHEZ et al., 2017).

Além disso, assim como a gelificacdo ibnica externa, esta técnica tem um custo de
processo relativamente baixo, pois utiliza materiais de baixo custo e biocompativeis, além de
ser de possivel ampliacdo a escala industrial.

2.1.7 Liberacéo controlada

A fim de se realizar a liberacdo controlada, ocorre a necessidade de desencadear um
mecanismo ou o trigger (gatilho) para viabilizar a entrega do composto bioativo ou micro-
organismo no local desejado, através da escolha tanto dos materiais quanto do método de
encapsulacdo (RATHORE et al., 2013).

Geralmente, a liberacdo de micro-organismos é desencadeada pela degradacdo,
desintegracdo ou dissolucdo das particulas. Portanto, a liberacdo controlada de probidticos
depende do conhecimento da fisiologia complexa do trato gastrointestinal. Diversos
mecanismos de entrega podem ser encontrados ao longo da digestdo, com base no pH, tempo,
pressdes peristalticas e na fermentacdo bacteriana (COOK et al., 2012).

O tempo de passagem do probidtico microencapsulado pelo es6fago esta na faixa dos
segundos até atingir o estomago. No baixo pH encontrado no estomago, cercade 1 a 2,5, ocorre
a maior perda de viabilidade microbiana, devido a este alto nivel de acidez. Além do &cido, a
presenca de pepsina, enzima proteolitica, pode ocorrer facilmente o rompimento de materiais a
base de proteinas. O tempo de retencdo nesta fase pode variar de 5 minutos a 2 horas. Esta
variacdo ocorre pela ndo uniformidade das particulas ingeridas, ou seja, menores particulas
possuem menor tempo de retencdo (MCCONNELL et al., 2008).

Apds a passagem pelo estomago, as microcapsulas ou particulas estardo no intestino
delgado, onde permanecem cerca de 3 horas, com um pH estimado em 6 a 7. Finalmente, as
particulas chegam ao local de liberacéo, no célon, onde o pH reduz ligeiramente, 5 a 6 (COOK
etal., 2012).

Portanto, a matriz do revestimento é extremamente importante para a liberacdo no
sistema gastrointestinal. A utilizagdo de amido como revestimento é ideal para a liberagéo na
boca, devido a presenca de amilase. Quando utilizado proteina, a liberagdo ocorre
principalmente no estomago, pela presenga de pepsina. Polimeros alimentares entéricos como
alginato, pectina e goma laca, geralmente sdo estaveis no estomago e soltveis no célon, devido
ao pH. Por estes motivos, empregam-se polimeros entéricos para estabilizar o componente
ativo, com o objetivo de libera-lo no local de interesse, no célon (GAONKAR et al., 2014).
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2.2 Secagem das particulas

Um fator bastante importante a ser tratado é a secagem das esferas que sdo formadas a
partir de técnicas como extrusdo, emulsificacdo e coacervacao, onde a maioria dos estudos
relatam o uso destas particulas ainda Umidas (SEMYONOV et al., 2012; DIANAWATI et al.,
2016).

Com a remocdo de agua das esferas hd o melhoramento das propriedades de
armazenamento e também se torna mais facil a sua aplicacdo e distribuicao nos produtos. Existe
uma exigéncia industrial por ingredientes que tenham um armazenamento por periodos mais
longos, a fim de terem atividade tanto na utilizacdo durante a fabricacdo quanto no momento
do consumo dos produtos em que foram adicionados (COGHETTO et al., 2016).

Assim, as esferas probioticas podem ser secas ap6s a producao, sendo isso importante,
principalmente, na utilizacdo em produtos secos, como pos para bebidas e cereais. S&o poucos
o0s estudos encontrados em relacdo a secagem destas particulas, e estes utilizam geralmente a
liofilizacdo (SONG et al., 2014; HOLKEM et al., 2016; CHEN et al., 2017).

A liofilizacdo tem sido utilizada como método de secagem de microparticulas de
probidtico, especificamente de bactérias lacticas, apds a microencapsulacdo por gelificacdo
ibnica. Estes estudos evidenciam o aumento no tempo de armazenagem deste produto em
relacdo ao Umido, mesmo em temperaturas de armazenamento entre 25 °C e 37 °C, apés 60
dias o numero de células viadveis reduziu, mas ndo ultrapassou o limite de contagem
recomendada do micro-organismo (10%). A diminuicdo da atividade de agua e o fechamento
dos poros podem ter influenciado a estabilidade das esferas (HOLKEM et al., 2016; CHEN et
al., 2017; SANCHEZ et al., 2017).

No entanto, a secagem por liofilizacdo torna o processo de obtencdo de micro-
organismos probiotico pela microencapsulacdo mais caro, contradizendo a alegacdo de baixo
custo da técnica de gelificacdo i6nica. Assim, € importante que hajam estudos que investiguem
outros processos de secagem.

2.1.8 Aplicacéo da S. boulardii em alimentos

Apesar do amplo emprego de culturas de bactérias probiéticas em alimentos, a utilizacédo
de linhagens de levedura com potencial probi6tico pode ser observada em pesquisas no mundo
cientifico.

Karaolis et al. (2013) estudaram a aplicacdo de S. boulardii em iogurte de leite de cabra
e avaliaram tanto a sobrevivéncia deste micro-organismo durante a estocagem quanto a
aceitacdo sensorial do produto. Os resultados do estudo revelaram que apds 4 semanas de
estocagem a concentracdo da cepa de S. boulardii foi igual ao inoculo inicial, além disso, a
presenca desta levedura estimulou o crescimento das bactérias lacticas, significativamente
superior ao controle. E ainda, a insercdo desta cepa ndo ocasionou mudancas sensoriais
significativas, obteve uma boa aceitabilidade.

O desenvolvimento de um suco simbidtico foi proposto por Fratianni et al. (2014)
utilizando frutas vermelhas e microparticulas contendo S. boulardii como cultura probiética. O
suco a presentou estabilidade durante as 4 semanas de investigagdo, mantendo a concentragao
de células microbianas com concentragdo de 7,58 log UFC/mL, além disso, ainda evidenciam
que as células imobilizadas nas esferas de alginato-inulina-goma xantana possuem uma maior
sobrevivéncia quando comparadas as células livres, tanto durante a fermentacao do suco quanto
a resisténcia na digestéo, na simulacdo do trato gastrointestinal.

Psomas et al. (2003) estudaram a assimilacdo de colesterol por leveduras do género
Saccharomyces, a cepa S. boulardii foi a que apresentou a maior quantidade assimilada durante
os testes in vitro. Em um outro estudo foi realizada a analise da capacidade antioxidante das
leveduras deste género, Gil-Rodriguez et al. (2015) explicam que a capacidade antioxidante
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estd vinculada com as inumeras substancias que podem ser produzidas por estes micro-
organismos, como catalase e carotenoides oxigenados, além da composicao da parede celular
destas espécies, rica em glucanos. Recentemente, uma pesquisa sobre triagem de S. boulardii
sugeriu que esta cepa possui propriedades antioxidantes (DATTA et al., 2017).

A levedura S. boulardii foi encontrada também no desenvolvimento de uma bebida
bastante cultural na regifo da Asia Central, 0 boza. Uma cultura starter contendo lactobacillus,
bifidobacteria e S. boulardii foi utilizada para a producao desta bebida fermentada a base de
cereais, neste artigo, hé a afirmacg&o de ser uma bebida funcional e segura (ARSLAN, DURAK,
etal., 2015).
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CAPITULO I11

ENCAPSULAQAOADE LEVEDURA PROBIOTICA UTILIZANDO
GELIFICACAO IONICA EXTERNA E INTERNA: UM ESTUDO
COMPARATIVO

36



RESUMO

A microencapsulcao tem sido utilizada como uma técnica de imobilizac&o de micro-organismos
através do revestimento por um material polimérico. S&o formadas particulas em uma matriz
semipermedvel permitindo o isolamento fisico das células de levedura num microambiente
interno que garante a sobrevivéncia do micro-organismo de interesse. O objetivo deste estudo
foi comparar duas técnicas de microencapsulacdo, gelificacdo ibnica externa e interna, como
protetoras de células de Saccharomyces cerevisiae. A geracdo de biomassa foi realizada em
caldo YPD a 30 °C e centrifugadas para a microencapsulacdo. As particulas foram formadas
pelo gotejamento do alginato de sédio 2% em cloreto de calcio 2%, na gelificacdo externa, e
em O6leo de soja para formacgdo das particulas por gelificacdo interna. Todas as particulas
formadas foram secas em estufa na temperatura de 30°C e analisadas quanto ao teor de umidade,
a higroscopicidade, atividade de &gua e morfologia com microscopia 6tica, além do ajuste dos
dados experimentais da secagem aos modelos de Page e Exponencial. A enumeracdo dos micro-
organismos foi realizada pela técnica da microgota, em meio YPD (yeast, potato, dextrose), e
calculada a eficiéncia da microencapsulacdo e secagem. As particulas Umidas apresentaram
umidade de 96,13% na gelificacdo externa e de 93,84% na gelificacdo interna. Quando secas, a
umidade foi de 13,05% e 12,01%, higrocopicidade de 10,69% e 7,39% e atividade de agua igual
a 0,274 e 0,373 para gelificacdo externa e interna, respectivamente. Morfologicamente, as
particulas formadas nas gelificaches apresentaram uma estrutura regular. A eficiéncia de
microencapsulacdo ndo apresentou diferenca significativa entre as técnicas, porém a gelificacdo
ibnica externa ap0s a secagem apresentou maior viabilidade dos microorganismos. Foi possivel
com os métodos de gelificacdo ibnica produzir particulas carreadoras da cepa S. cerevisiae,
sendo a gelificacdo idnica extena a mais eficiente para produzir particulas secas com alta
viabilidade celular.

Palavras-chave: particulas de alginato, levedura, viabilidade, microscopia, cinética de
secagem.
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ABSTRACT

Microencapsulation has been used as a technique for immobilizing microorganisms by
polymeric material coating. Particles are formed in a semipermeable matrix allowing the
physical isolation of the yeast cells in an internal microenvironment that guarantees the survival
of the microorganism. Thus, the objective of this study was to compare two microencapsulation
techniques, external and internal ionic gelation, as protectors of Saccharomyces cerevisiae
cells. The biomass generation was carried out in YPD broth at 30 °C and centrifuged before
microencapsulation. The particles were formed by dripping 2% sodium alginate in 2% calcium
chloride for external gelation and by emulsification method using soybean oil for internal
gelation. All microspheres formed were oven dried at 30 °C and analyzed for moisture content,
hygroscopicity, water activity and morphology, besides the adjustment of the experimental data
of the drying to Page and Exponential models. The enumeration of the microorganisms was
carried out by the microtake technique, in YPD medium, and the microencapsulation and drying
efficiency was calculated. The moist form particles showed 96.13% moisture in the external
gelation and 93.84% in the internal gelation. After drying, the moisture content was 13.05%
and 12.01%, hygrocopicity was 10.69% and 7.39% and water activity was equal to 0.274 and
0.373 for external and internal gelation, respectively. Morphologically, the particles formed in
the both gelation showed a regular structure. The efficiency of microencapsulation for both
techniques did not present significant difference, but the external ionic gelation after the drying
showed higher microorganisms’ viability. It was possible with the ionic gelation methods to
produce carrier particles of S. cerevisiae, being external ionic gelation the most efficient for
producing dried particles with high cellular viability.

Key-words: alginate particles, yeasts, viability, microscopy, drying kinetics.
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3.1 INTRODUCAO

Atualmente, a busca por alimentos saudaveis, e principalmente, os que trazem um apelo
de funcionalidade, através de compostos bioativos e micro-organismos probidticos tem alto
crescimento, impulsionando o desenvolvimento de ingredientes que possam ser utilizados pelas
industrias alimenticias e quimicas para tal propdsito.

Os micro-organismos probioticos estdo susceptiveis as condi¢fes adversas do ambiente
em que se encontram, muitas vezes diminuindo ou inibindo sua sobrevivéncia e proliferacao
(RATHORE et al., 2013). Desta forma, a investigacdo de metodologias que proporcionem
alguma forma de protecdo destas células torna-se importante para aplicacdo destes como
ingredientes em alimentos com alegacdes funcionais.

Algumas técnicas, com a microencapsulacao, sdo utilizadas como forma de facilitar a
utilizacdo destes compostos ou micro-organismos em matrizes alimenticias, bem como protege-
los de fatores ambientais, que podem diminuir ou até mesmo anular sua acdo potencial
(GAONKAR et al., 2014). Esta tecnologia consiste na preservacdo de um ativo o envolvendo
em um material de parede. Entre as técnicas de microencapsulacdo utilizadas para micro-
organismos probioticos estdo a gelificagdo idnica externa e interna (GARTI e MCCLEMENTS,
2012).

A gelificacdo ibnica externa & considerada um dos mecanismos mais cléssicos e
amplamente utilizada na formacdo de hidrogéis, principalmente de alginato de sodio. E um
processo onde ocorre a difusdo de cations entre as cadeias do polimero, forcando uma
reticulacdo e formando uma membrana semissolida (M@RCH et al., 2006). Hébrard et al.
(2010) utilizaram esta técnica na microencapsulacgdo de linhagens de Saccharomyces utilizando
isolado proteico do soro de leite e alginato de sodio.

J& a gelificacdo idnica interna diferencia-se da anterior no processo de obten¢do das
particulas, que ocorre a partir da formacédo de uma emulséo, e posterior formacéo do gel, que
aprisiona os micro-organismos (PONCELET et al., 1992). Song et al. (2014) estudaram este
processo na formacdo de particulas de Saccharomyces, com alginato de sédio, em uma emulsdo
de parafina.

Ainda, a secagem das particulas formadas pelas técnicas de microencapsulacdo pode
contribuir para o aumento da resisténcia e prolongar o tempo de armazenamento, devido a
reducdo da umidade e porosidade da particula formada, tornando o ingrediente mais estavel e
ampliando suas possibilidades de utilizacdo. Holkem et al. (2016) utilizaram a liofilizacdo em
esferas de bifidobacterias obtidas a partir da gelificacdo i6nica interna. Porém, este método de
secagem apresenta alto custo, sendo, assim, interessante um estudo de um processo de secagem
com menor custo, mantendo esta mesma vantagem do método de microencapsulacdo por
gelificacdo ibnica.

Desta forma, é importante realizar o estudo da comparacdo entre a gelificacdo ionica
externa e interna na producdo de particulas estaveis da cepa de S. cerevisiae, com o intuito de
identificar as vantagens e desvantagens e a influéncia de cada uma delas, utilizando uma
secagem com menor custo, com a secagem em estufa. Sendo assim, este trabalho tem como
objetivo a comparagdo das técnicas de gelificagdo ionica externa e interna, em relacdo ao
processo e caracteristicas das particulas formadas, aléem da sua caracterizacdo pds secagem.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Materiais
O alginato de sodio (SIGMA-Aldrich) foi utilizado nos processos de microencapsulagao
como material de parede. Como ativo da particula utilizou-se a cepa S. cerevisiae NPMM 10
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fornecida pelo Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro.

3.2.2 Armazenamento da cultura e geragdo de biomassa
A cepa de S. cerevisiae foi cultivada em &gar YPD (yeast, potato, dextrose) e mantida
sob temperatura de refrigeracdo (7 °C), a fim de que se mantivesse a viabilidade celular. Para a
geracdo de biomassa a cepa foi cultivada em caldo YPD a 30 °C durante 36 horas sob agitacdo
no SHAKE (Bunker). Em seguida, foram centrifugadas, 2000 rpm por 5 min., com a finalidade
de separar as células do caldo de crescimento. As células foram suspendidas em 10 mL de agua
destilada para aplicacdo no processo de encapsulacéo.

3.2.3 Métodos
A Figura 4 apresenta a organizacao dos métodos e das analises realizadas neste capitulo.
As particulas de leveduras foram produzidas a partir de duas técnicas de microencapsulacéo,
gelificacdo idnica externa e interna. A solucédo de alginato de sédio (2% m/v) foi previamente
autoclavada a temperatura de 121°C por 15 minutos, para que houvesse a menor contaminagéo
possivel durante o processo encapsulamento.

Analises:
» Quantificagdo das leveduras encapsuladas
L‘ Eficiéncia de Microencapsulagao

¢ Umidade

Gelificacido * Morfologia

I6nica externa

-—[ Secagem 30 °C

\. J
s A

Analises:
Eficiéncia da secagem
Umidade
Higroscopicidade
Atividade de agua
Teor de lipidios residual

Gelificagio
I6nica interna

\_ J

Figura 4: Resumo dos procedimentos do Capitulo 3.

a) Microencapsulacao por gelificacdo ibnica externa

A microencapsulacdo por gelificacdo ibnica externa foi realizada através da
metodologia empregada por Skjak-Brak et al. (1989) com modificagGes, como observada na
Figura 5. Uma aliquota de 10 mL do micro-organismo cultivado foi misturada em 90 mL de
solucéo de alginato de sddio, de modo que a concentracédo final desta solucéo fosse igual a 2%.
Esta mistura foi gotejada em 200 mL de solucdo de cloreto de calcio a 2%. O gotejamento foi
realizado utilizando-se uma sonda de PVC estéril com didmetro interno liso de 2 mm e abertura
de 0,15 mm, acoplada a uma bomba dosadora peristaltica (Milan Equipamentos Cientificos).
Apbs 30 minutos, filtrou-se e lavou-se com agua destilada as particulas formadas.
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b)

| re—

L J Células livres

Alginato de
sodio

Particulas umidas

............. . ®
A . ~ 1
_\Fll(raca(’)_,- .
—_—" e
o®
®
Soluciio CaCl, @

Figura 5: Esquema do processo de gelificacdo idnica externa.

Microencapsulagéo por gelificagéo i0nica interna

As particulas foram produzidas segundo a técnica de gelificacdo idnica interna descrita
por Poncelet et al. (1992) com algumas modificagdes observada na Figura 6. Misturou-se uma
aliquota de 10 mL do micro-organismo cultivado em 40 mL de solucéo de alginato de sodio a
2% e 2,7 mL de uma solucdo de CaCOs (2%). Esta mistura foi gotejada, com auxilio de uma
seringa (25 mL) sobre 200 mL de 6leo de soja contendo 1,5% de Tween 80 a uma rotacdo de
800 rpm, utilizando um agitador mecénico (Fisatom modelo 711, S&o Paulo, Brasil), de trés
hélices (hélices navais de 60 mm de didmetro) durante 15 minutos, a fim de que se formasse
uma emulsdo de agua em 6leo. Ainda sob agitacdo, 40 mL de 6leo de soja contendo 215 pL de
acido acético glacial foram adicionados a emulsdo. Ap6s 5 minutos, interrompeu-se a agitacdo
e em seguida foram adicionados 300 mL de uma solu¢do de CaCl..2H>O (2%). Apds a
separacdo completa das particulas na fase aquosa, descartou-se o 6leo e as particulas foram
filtradas e lavadas com &gua destilada.

Alginato de sédio ~ Células livres Oleo +

+CaCo,

.

Solucio CaCl,

=1

v & =

CH,COOH
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—_— v . - _I
o \Filtragao,
Il Mix — _— - \", ,'/. -
' v

‘

- .
\ -

& Oleo + Tween Fase aquosa e
80 + Alginato + fase oleosa Particulas umidas
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Figura 6: Esquema do processo de gelificacéo i6nica interna.
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c) Secagem

As esferas, formadas, a partir de ambos processos e gelificagcéo, foram secas em estufa
de circulacdo forcada e renovacdo de ar SL 102 (SOLAB, Piracicaba, Brasil) com temperatura
de 30 °C. Para identificar o tempo de secagem foi realizada a cinética de secagem e os dados
experimentais ajustados ao modelo de Page (PAGE, 1949) e Exponencial (CARLESSO et al.,
2007), utilizando-se o Software Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa, EUA).

Os dados das curvas da cinética de secagem foram ajustados a partir de dois modelos
empiricos, que utilizam o adimensional de umidade (Y, Equacdo 1) em fungéo do tempo (t) em
minutos. As Equacdes 2 e 3 apresentam o modelo empirico de Page e Exponencial,
respectivamente.

v = Xt — Xeq Equacdo 1
XO - Xeq

Y = e(-6t™ Equacdo 2

Y =e* Equacdo 3

onde Y é o contetido adimensional da umidade em funcéo do tempo, X a umidade (g.100 g%),
G e k sdo as constantes dos modelos (min) e m é o pardmetro do modelo (constante
adimensional).

A raiz quadrada do erro médio (RQEM) foi calculado segundo a Equacéo 4.

100 : Equacio 4
o2 quacéo
GLRZ(Y Y)]
i=

onde GLR é o grau de liberdade do grupo de dados, Y o valor experimental e ¥ o valor estimado
pelo modelo.

REQM =

3.24 Meétodos Analiticos

a) Estimativa da concentracdo microbiana para determinacdo da concentracdo
inicial

A concentracdo estimada de leveduras foi baseada na medida por densidade Optica.
Apbs o indculo do micro-organismo no caldo YPD e incubacéo durante 48 horas a 30 °C, foram
realizadas dilui¢Oes e suas respectivas leituras no espectrofotdmetro (BEL Photonics SP 1105)
com o comprimento de onda de 600 nm. Assim, ap0s o plagueamento em superficie do indculo,
a absorvéancia e a contagem microbiana foram relacionadas de forma grafica (BEGOT et al.,

1996).

b) Quantificacdo das leveduras encapsuladas
As esferas foram rompidas utilizando-se uma solucdo tampéo fosfato em pH 7,0,
previamente autoclavada a 121 °C por 15 minutos (SHEU e MARSHALL, 1993). Quantificou-
se as leveduras através da contagem em placas em YPD apds incubacgdo a 30 °C durante 24
horas (ARSLAN-TONTUL e ERBAS, 2017). A contagem das células foi realizada segundo
Favarin et al. (2015) utilizando a técnica da microgota.

c) Eficiéncia de encapsulagéo e secagem
As taxas de sobrevivéncia da levedura nas esferas foram calculadas como a relacdo entre
a contagem de levedura nas esferas e a contagem de levedura da solucéo de alimentacdo com
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base na matéria seca (GUIMARAES et al., 2013). De forma analoga, a eficiencia da secagem
foi calculada em relacdo a esfera umida e seca. Para o célculo da eficiencia utilizou-se a
Equacdo 5 e 6.

E, (%) = Cpartl’culas «100 Equa(;éo 5)
) = ————
“ suspensao
E.(%) = Sparticulas secas 100 Equacéo 6
< =

Sparticulas umidas

onde Ey e Es sdo a eficiéncia da encapsulagéo e da secagem, respectivamente. Cparticulas refere-
se ao contelido total de micro-organismos na particula e Csuspensio O contedo de micro-
organismos na solucdo inicial. S refere-se ao contetdo de micro-organismos nas particulas
secas e umidas.

d) Umidade
A umidade das particulas Umidas e secas produzidas foram determinadas segundo o
método oficial da AOAC (AOAC, 1970).

e) Higroscopicidade
Para a determinacdo da higroscopicidade das particulas secas foi empregada a
metodologia descrita por Cai e Corke (2000), com algumas modificacdes. Aproximadamente 1
g da amostra foi pesada, em triplicata, e acondicionada em recipiente hermético contendo
solucdo saturada de NaCl (umidade relativa de 75,3%). ApGs uma semana, as amostras foram
pesadas e calculou-se a higroscopicidade expressa em gramas de umidade adsorvida por 100 g
de massa seca da amostra.

f) Atividade de agua
A atividade de agua das particulas secas foi determinada utilizando-se o equipamento
AQUALAB (Decagon Devices. Pullman, WA).

g) Morfologia
As particulas foram analisadas utilizando-se um microscopio Optico (Biofocus -
BIO1600BA-L-BI) equipado com camera, através do software DinoCapture versdo 1.4.2.D.

h) Teor de lipidios
As particulas formadas a partir da microencapsulacdo por gelificacdo idnica interna
Umidas e secas foram analisadas em relacdo ao contetdo de lipidios residual. A analise foi
realizada segundo os procedimentos descritos por Bligh e Dyer (1959).

i) Analise estatistica
Os resultados das analises foram submetidos ao teste de variancia, seguido de regressao
pelo método de minimos quadrados utilizando-se o software Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa,
EUA), para um nivel confianca de 95% (p < 0,05).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Quantificacdo das leveduras encapsuladas, eficiéncia da
microencapsulacéo e da secagem

A Tabela 3 apresenta os dados referentes ao impacto causado tanto pelas técnicas de

microencapsulacao, gelificacdo i6nica externa e interna, quanto pela secagem das particulas
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umidas na sobrevivéncia das células de levedura encapsuladas. Estes valores fornecem um
panorama geral da influéncia de cada uma das técnicas, relacionado ao stress mecanico ou
quimico, e também da interferéncia térmica, na etapa de secagem, sobre a perda microbiana.

Tabela 3: Valores para a concentracio de leveduras nas particulas (*UFC.g* e 2log UFC.g™) e eficiéncia da
microencapsulacdo e secagem (%).

Particula Gelificacao lbnica Externa Interna
S. cerevisiae! 2,46E+09 2,40E+09
Umida S. cerevisiae? 9,39%+0,05  9,38%+0,04
Eficiéncia de encapsulacdo 99,16°+0,41 99,15%+0,37
S. cerevisiae! 3,47E+08 2,29E+08
Seca S. cerevisiae? 8,54°+0,02  8,36"+0,02
Eficiéncia de secagem 90,97%+0,26  89,17°+0,21

Resultados expressos em médiatdesvio padrdo. Letras minusculas iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

A concentragdo do indculo inicial utilizado na suspensdo de células vivas ao inicio de
cada técnica de encapsulagéo foi igual a 9,46+0,01 UFC.g™*. Ao comparar este valor com o0s
dados de sobrevivéncia dos micro-organismos, tanto da gelificagdo ionica externa quanto
interna, verifica-se que ndo houve reducdo logaritmica de leveduras nas particulas Umidas.
Além disso, ndo foi identificado uma diferenca significativa entre ambas as técnicas,
considerando-se o teste de comparacao entre as médias com nivel de significancia de 95%.

Da mesma forma, Hébrard et al. (2010) estudaram a microencapsulacdo de leveduras
probidticas utilizando a gelificacdo idnica externa com alginato de sodio e proteina isolada do
soro de leite como uma mistura de materiais de parede, e encontraram valores similares, sem
variacdo logaritmica, entre o indculo inicial e a concentracdo de micro-organismos nas
particulas. Song et al. (2014) pesquisaram a utilizacdo da gelificacdo i6nica interna, com a
utilizacdo de alginato de sédio como material de parede e um processo de emulsdo com
parafina, também de leveduras probidticas, e ndo observaram reducdo entre a concentracdo
inicial e final, nas particulas.

Foi observada uma alta resisténcia dos micro-organismos aos processos de
microencapsulacdo, com uma eficiéncia proxima a 99%, ndo havendo novamente diferenca
significativa entre as técnicas (p < 0,05). Estes resultados estdo de acordo com as informacdes
encontradas em diferentes pesquisas, onde a eficiéncia de microencapsulacdo, geralmente, é
maior que 90% (FRATIANNI et al., 2014; LEONG et al., 2016; HOLKEM et al., 2017).

Ap0s a secagem, a concentracdo de leveduras apresentou diferenca significativa entre
as tecnicas de gelificacdo ionica, sendo a externa com um valor ligeiramente maior daquele
encontrado na interna. Quando comparado em relagdo a eficiéncia da secagem, ou seja, em qual
das técnicas seguidas da remocdo de dgua houve maior sobrevivéncia dos micro-organismos,
observa-se um valor maior nas particulas formadas pela gelificacdo idnica externa.

A sobrevivéncia dos micro-organismos foi menor na gelificagdo idnica interna seguida
de secagem. Esta ocorréncia pode ser atribuida a formacao de maiores didmetros de poros das
particulas, devido a utilizacdo de carbonato de calcio no processo de gelificacdo interna, o qual
se dissocia, liberando o ion célcio, importante para a formacéo da estrutura de caixa de ovo;
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assim, o dioxido de carbono contribui de forma negativa, aumentando os poros e formando uma
matriz mais maleavel quando comparada com a matriz formada pela gelificagdo idnica externa
(PONCELET etal., 1992; HOLKEM et al., 2017).

Em um estudo realizado por Song et al. (2014), que microencapsularam S. cerevisiae
Y235 por gelificacdo idnica interna, a partir da formacéo de emulsdo com parafina, e também
realizaram a secagem, embora tenha sido por liofilizacdo, encontraram uma taxa de
sobrevivéncia de micro-organismos de 90,58%, valor bastante proximo ao encontrado neste
trabalho.

A taxa de sobrevivéncia dos micro-organismos ap0s a secagem de particulas obtidas em
outra técnica, como a microencapsulacdo de S. boulardii por Spray Drying, utilizando goma
arabica, foi de aproximadamente 84% (ARSLAN et al., 2015), valor inferior ao encontrado na
secagem das particulas por ambas as técnicas de gelificagdo idnica deste estudo.

3.3.2 Umidade, higroscopicidade e atividade de 4gua das particulas

As caracteristicas fisico quimicas, como umidade, higroscopicidade e a atividade de
agua das particulas produzidas pelas técnicas de gelificacdo idnica, tanto Umidas quanto secas,
séo apresentadas na Tabela 4.

A umidade é um parametro importante, principalmente na conservacdo e estabilidade
de produtos secos (CHAMPAGNE et al., 1996). Um alto valor de umidade pode ser observado
nas particulas umidas, resultado este ja esperado, devido as caracteristicas de formacao das
particulas, como no estudo desenvolvido por Holkem et al. (2017) que apresentou uma umidade
de 96% das particulas obtidas por gelificacdo i6nica interna de Biffidubacterium animallis
subsp. lactis.

Tabela 4: Valores experimentais para umidade (g.100 g%), higroscopicidade (g.100 g?), atividade de agua das
particulas e teor de lipidios (%).

Particula Gelificacdo Iénica Externa Interna
Umida Umidade 96,13%+0,02  93,84"+0,01
Umidade 13,05%+0,11 12,01°+0,05
Seca Higroscopicidade 10,69%+0,49  7,39°+0,19
Atividade de 4gua - Aa 0,274%+0,004 0,373°+0,001
Teor de lipidios - 3,53+0,32

Resultados expressos em médiatdesvio padrdo. Letras minGsculas iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

O teor de lipidios observado nas particulas secas do processo de gelificagdo ibnica
interna foi de 3,53% (Tabela 4), confirmando a presenca de Oleo residual na superficie da
matriz. Holkem et al. (2017) encontraram um valor igual a 2,24% em suas microesferas de
alginato produzidas pela mesma técnica.

Segundo Takei et al. (2010), o baixo teor de umidade encontrado nas particulas
formadas pelo processo de gelificacdo idnica interna em relacdo ao processo de gelificacéo
ibnica externa, deve-se ao fato da presenca deste 0leo residual na superficie das particulas.

Ap0s a secagem, a diferenca entre os teores de umidade das técnicas também diferiu
estatisticamente, explicado também pela presenca de 6leo (TAKEI et al., 2010) e 0 aumento
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dos poros (HOLKEM et al., 2017), na particula formada pela gelificacdo i6nica interna, como
discutido na se¢&o anterior, que aumentam o caminho de difusdo da 4gua para o ambiente.

A higroscopicidade é a capacidade de absorcdo de dgua do ambiente por um alimento
ou particula. Esta absorcdo pode afetar negativamente a viabilidade dos micro-organismos,
principalmente durante a estocagem e em ambientes de alta umidade relativa (BHANDARI et
al., 2013). O valor menor apresentado pelas particulas obtidas a partir da técnica de gelificacdo
ibnica interna deve-se novamente ao fato da formacdo de uma pelicula de 6leo residual na
superficie, o que diminui a absor¢do de agua do ambiente.

As particulas secas produzidas pela técnica de extrusdo apresentaram valores de
atividade de 4gua abaixo de 0,30 o que favorece a viabilidade dos micro-organismos, impedindo
a sua multiplicacdo, permanecendo na forma inativa (DAMODARAN et al., 2009). Segundo
Arslan-Tontul e Erbas (2017) que microencapsularam S. boulardii por Spray Drying
encontraram uma atividade de agua de 0,53, bastante superior ao encontrado neste estudo.

3.3.3 Morfologia

A morfologia das particulas Umidas obtidas por ambos os métodos pode ser observada
na Figura 7 a partir da microscopia Otica. As particulas apresentaram, de forma geral, geometria
esférica. Ao observar a esfera formada pela gelificacdo i6nica interna (Figura 7-b), foi possivel
identificar a presenca de 6leo na superficie do material. Ainda, pode-se observar que houve uma
variacdo no diametro, em ambas técnicas de encapsulacao, apesar de ndo ter sido possivel sua
medicdo. As imagens sdo similares as apresentadas no estudo de Holkem et al. (2017), que na
microencapsulacao pelo processo de emulsificacdo, também observou a presenca de 6leo na
superficie das particulas.

Figura 7: Microscopia Otica das particulas imidas: a) particula obtida a partir da gelificacdo idnica externa (30x)

e b)particula obtida a partir da gelificacdo idnica interna (40x).

3.34 Cinética da secagem
As Figura 8 e 9 apresentam os dados experimentais e ajustados aos modelos de Page e
Exponencial da secagem das particulas por ambas as técnicas de microencapsulacéo,
gelificacdo ibnica externa e interna.
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Figura 8: Cinética de secagem a 30 °C das particulas formadas pela gelificacdo idnica externa acompanhada das

curvas ajustadas aos modelos.
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Figura 9: Cinética de secagem a 30 °C das particulas formadas pela gelificagéo i6nica interna acompanhada das

curvas ajustadas aos modelos.

Ao analisar as curvas de secagem para cada técnica de microencapsulagéo (Figura 8 e
9) identifica-se uma diferenca no tempo total para a remocdo da agua, sendo maior nas
particulas obtidas pela gelificacdo idnica externa, aproximadamente 260 minutos, enquanto na
outra técnica é de 240 minutos. Uma possivel explicacdo desta diferenca é a formacéo de uma
matriz com maior nimero de poros deste Ultimo método,

facilitariam a saida de agua.

A utilizacdo de modelos empiricos pode auxiliar no ajuste dos dados experimentais
obtidos para a construcdo das curvas de secagem, sendo comumente utilizados o Modelo de

como ja citado anteriormente, que



Page e Modelo de Lewis ou Exponencial. Além disso, os parametros obtidos a partir das
equacdes dos respectivos modelos contribuem para melhor analise do comportamento das
curvas de cinética. Estes parametros, juntamente com o coeficiente de determinacéo e a raiz
quadrada de erro médio (RQEM) sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5: Pardmetros dos modelos e analise estatistica para secagem de cada técnica.

Gelificagéo idnica

Modelo Parametro
Externa Interna
G (10*s™) 4,821 5,784
M 1,554 1,531
Page
R? 0,992 0,991
RQEM 3,411 3,618
K (103 s?) 7,390 7,101
Exponencial ~ R? 0,943 0,953
RQEM 9,086 8,382

Ao analisar a Tabela 5 observa-se que os valores do coeficiente de determinacéo (R?) se
aproximaram mais do valor unitario nos dados ajustados ao modelo de Page. E ainda, a raiz do
erro quadratico médio, uma medida bastante utilizada para aferir a qualidade do ajuste de um
modelo aos dados experimentais, estabelecendo uma correlacdo dos valores preditos com
aqueles observados, também aponta um melhor ajuste dos dados ao modelo de Page, com
valores inferiores a 5 %. Os parametros G e M, do modelo de Page, e K, do modelo de Lewis,
mantiveram-se na mesma ordem de grandeza para ambas as técnicas de microencapsulacao.

3.4 CONCLUSAO

A partir dos resultados, é possivel concluir que, apesar das diferencas das propriedades
fisicas, como umidade, atividade de agua e higroscopicidade entre as técnicas de
microencapsulacdo, a taxa de sobrevivéncia das leveduras probidticas ndo mostrou diferenca
significativa (p <0,05), além de ter apresentado uma alta eficiencia de encapsulacdo. Apds a
secagem, obervou-se uma maior resistencia das particulas provenientes da gelificacdo i6nica
externa, que apresentou uma maior concentra¢do de micro-organismos. E ainda, as particulas
obtidas no processo de gelificacdo idnica interna apresentaram 6leo residual na superficie, o
que pode interferir na sua aplicacdo, diminuindo as possibilidades de incorporacdo em algumas
matrizes alimentares, além da maior quantidade de poros na superficie da matriz. Apesar das
desvantagens apresentadas por esta Ultima técnica, ambos 0s processos de microencapsulacéo
por gelificacdo i0nica, externa e interna, sdo promissoras e aumentam a possibilidade de uso
para a protecdo de culturas de leveduras probioticas.
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CAPITULO IV

ENCAPSULACAO DE S. BOULARDII POR GELIFICACAO IONICA
EXTERNA: CARACTERIZACAO, ESTABILIDADE E VIABILIDADE
NAS CONDICOES GASTROINTESTINAIS SIMULADA

52



RESUMO

A gelificacdo idnica externa é uma técnica que permite o aprisionamento de micro-organismos
em polimeros, geralmente alginato de sodio, aumentando a resisténcia das células microbianas
em condi¢Oes ambientais adversas. Ainda, para agregar protecdo, um revestimento desta
particula pode ser empregado utilizando, por exemplo, quitosana. Neste estudo, foram
desenvolvidas particulas de alginato e alginato-quitosana, de S. boulardii, secas, nas
temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C em estufa de circulacdo de ar. As particulas secas na
temperatura de 30 e 40 °C ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a
sobrevivéncia da levedura. Foi realizada a caracterizacdo das particulas de alginato e alginato-
quitosana secas a 40 °C quanto a umidade, higroscopicidade, atividade de 4gua e morfologia, e
ainda, buscou-se identificar a diferenca entre as duas formulacGes em relacdo ao aumento da
viabilidade durante o armazenamento, a simulagdo gastrointestinal in vitro e a construcéo de
isotermas de sorcdo. Durante o0 armazenamento foi observado uma maior protecdo da levedura
nas particulas alginato-quitosana, com reducdo de 1,05 ciclos logaritmos na temperatura de
estocagem de 30 °C, enquanto isso, nas particulas alginato o declinio foi de 2,21 ciclos
logaritmos. Observou-se uma maior resisténcia na simulacdo gastrointestinal das células
encapsuladas em relacdo as livres, a concentracdo variou de 9,15+0,06 para 8,01+0,18 log
UFC.g? nas particulas alginato e de 9,25+0,36 a 8,82+0,18 log UFC.g* nas de alginato-
quitosana. A encapsulacao de S. boulardii produziu particulas com maior resisténcia aos fatores
ambientais, possibilitando a entrega de um ingrediente que podera ser utilizado para agregar
valor a produtos alimentares.

Palavras-chave: levedura, probiético, FTIR, isotermas de sorcao.
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ABSTRACT

External ionic gelation is a technique that allows the entrapment of microorganisms into
polymers usually sodium alginate increasing the resistance of microbial cells under adverse
environmental conditions. Further, to provide protection, a coating of this particle may be
employed using, for example, chitosan. In this study, alginate and alginate chitosan particles,
from S. boulardii, were developed at temperatures of 30, 40, 50 and 60 °C in an air circulation
oven. Drying particles at temperatures of 30 and 40 °C did not show significant difference (p <
0,05) in relation to yeast survival. The characterization of dry alginate and alginate-chitosan
particles was carried out in terms of moisture, hygroscopicity, water activity and morphology,
and it was also sought to identify the difference between the two formulations in relation to
increased viability during storage, simulation gastrointestinal in vitro and the construction of
sorption isotherms. During storage a greater protection of the yeast in the alginate-chitosan
particles was observed, with a reduction of 1,05 log cycles at the storage temperature of 30 °C,
meanwhile, in the alginate particles, the decline was 2,21 log cycles. A greater resistance in the
gastrointestinal simulation of encapsulated versus free cells was observed, the concentration
ranged from 9,15 + 0,06 to 8,01 + 0,18 log CFU.g* in the alginate particles and 9,25 + 0,36 to
8,82 + 0,18 log CFU.g* alginate-chitosan. The encapsulation of S. boulardii produced particles
with greater resistance to environmental factors, allowing the delivery of an ingredient that
could be used to add value to food products.

Key-words: yeast, probiotic, FTIR, sorption isotherms.
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4.1 INTRODUCAO

A microencapsulagéo de micro-organismos tem sido amplamente empregada no intuito
de conferir uma maior protecdo a estas células quando submetidas a diversas condicOes
ambientais, como durante o processamento de alimentos, 0 armazenamento e até mesmo a
passagem pelo trato gastrointestinal (FRATIANNI et al., 2014; ARSLAN-TONTUL e ERBAS,
2017; HOLKEM et al., 2017). As técnicas de encapsulagdo consistem em aprisionar, tanto
compostos ativos quanto bactérias e leveduras, em matrizes na maioria das vezes poliméricas
(GARTI e MCCLEMENTS, 2012).

As leveduras tém sido pouco exploradas como micro-organismos probioticos, mas sua
utilizacdo vai além da producdo de bebidas fermentadas (GALLO et al., 2014). A cepa de S.
boulardii ¢ uma levedura probiotica, utilizada no tratamento e também na prevencéo de doencas
intestinais. Os principais mecanismos de acdo envolvem a interagdo com a microbiota normal,
efeitos contra toxinas patdgenas, e ainda, pode causar uma resposta imune no organismo, como
um imune regulador (MCFARLAND, 2010).

Os micro-organismos probidticos estdo susceptiveis as condigdes adversas do ambiente
em que se encontram, muitas vezes diminuindo ou inibindo sua sobrevivéncia e proliferacdo
(RATHORE et al., 2013). Desta forma, a encapsulacdo torna-se uma ferramenta importante na
protecdo destas células, a fim de que seja possivel sua aplicacdo em matriz alimenticia. Diversas
técnicas sdo utilizadas com este proposito, Spray drying (DE LA CRUZ-GAVIA et al., 2018),
Spray chilling (ARSLAN-TONTUL et al. 2017), coacercacdo (ERATTE et al. 2018) e
gelificacdo ibnica (HOLKEM et al. 2017).

A gelificagdo idnica externa, considerada um dos processos mais utilizados no
desenvolvimento de particulas, consiste no envolvimento do micro-organismo, quando
empregada no ponto de vista microbioldgico, por um material de parede, geralmente alginato
de sédio (LEONG et al., 2016). Este polimero possui a capacidade de reticulacdo na presenca
de ions bivalentes como o célcio, a partir de um mecanismo de troca i6nica (M@RCH et al.,
2006).

No entanto, as particulas formadas por esta técnica podem conter poros em sua
superficie, como relatado por Yao et al. (2017) e Vaziri et al. (2018), diminuindo a viabilidade
do micro-organismo encapsulado. Para contornar esta desvantagem, um procedimento de
revestimento destas particulas pode ser realizado, aumentando a barreira entre 0 meio e as
células microbianas, e reduzindo a quantidade de poros (SONG et al. 2014).

Com este propdsito, a quitosana, um polimero semi-sintético, € um dos materiais que
vem sendo empregado (ANSARI et al.,, 2017; SUVARNA et al. 2018), pois interage
eletrostaticamente com o alginato de sédio (RAMOS et al. 2018), aderindo a superficie externa
das particulas, contribuindo com o aumento da estabilidade da particula, e ainda, com a maior
resisténcia na simulagéo gastrointestinal (MORENO et al. 2018).

Além disso, a secagem das particulas formadas pelas técnicas de microencapsulacao
pode contribuir para 0 aumento da resisténcia e prolongar o tempo de armazenamento, devido
a reducdo da umidade, tornando o ingrediente mais estavel e ampliando suas possibilidades de
utilizacéo.

Sendo assim, torna-se promissor o0 estudo da encapsulacdo desta levedura através da
gelificacdo idnica externa. Neste capitulo, o objetivo foi caracterizar estas particulas, revestidas
ou ndo com quitosana, quanto a propriedades fisico-quimicas, a operagao de secagem destas, e
ainda, realizar o estudo da estabilidade, a construcdo de isotermas de sorcdo e analisar a
resisténcia, quando submetidas a simulagdo gastrointestinal.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Materiais
O alginato de sédio (SIGMA-AIdrich) e a quitosana (SIGMA-Aldrich) foram utilizados
no processo de microencapsulacdo como materiais de parede. Como ativo da particula utilizou-
se a cepa S. boulardii liofilizada obtida a partir do Floratil (Biocodex, Franca). Os demais
materiais, como os utilizados na elaboracdo dos meios de cultivo do micro-organismo esta
descrito juntamente com a metodologia.

4.2.2 Armazenamento da cultura e geragdo de biomassa
A cepa de S. boulardii foi cultivada em agar YPD (yeast, potato, dextrose) e mantida
sob temperatura de refrigeracéo (7 °C), a fim de que se mantivesse a viabilidade celular. Para a
geracdo de biomassa a cepa foi cultivada em caldo YPD a 30 °C durante 36 horas sob agitacdo
no SHAKE (NT 712-Bunker, Piracicaba, Brasil). Em seguida, foram centrifugadas, 1000 rpm
por 5 minutos, com a finalidade de separar as células do caldo de crescimento. As células foram
suspendidas em &gua destilada para aplicacdo no processo de microencapsulacao.

4.2.3 Métodos
A Figura 10 apresenta a organizagdo dos métodos e das andlises realizadas neste
capitulo. As particulas de levedura foram produzidas a partir da técnica de microencapsulacao
por gelificagdo iGnica externa recobertas ou ndo com quitosana e secas. As solucdes de alginato
de sddio (2%) e quitosana (1%), que foi solubilizada em pH 3,6 adicionando-se acido acético
glacial, foram previamente autoclavadas a temperatura de 121°C por 15 minutos, para que
houvesse a menor contaminacao possivel durante o processo de encapsulamento.
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Analises:
Eficiéncia de encapsulagao;
Viabilidade das leveduras antes e depois da secagem;
Eficiéncia de secagem;
Umidade e higroscopicidade.

Cinética 30,40, 50¢
60 °C

Gelificagdo I6nica Secagem
Externa £

Temperatura
de secagem
selecionada
(40°C)

Temperatura selecionada
na etapa anterior 40 °C

[ Gelifica¢do Ionica I : I Recobrimento
Externa !

/ Analises: \

+ Eficiéncia de encapsulagio;

* Umidade, atividade de agua e higroscopicidade;
* Morfologia;

+ FTIR

* Viabilidade durante a estocagem;

+ Isotermas de sor¢io,

\ Simulac@o gastrointestinal. /

Figura 10: Resumo dos procedimentos do Capitulo 4.

a) Microencapsulacao por Gelificacdo I6nica Externa

A microencapsulacdo por gelificacdo ibnica externa foi realizada através da
metodologia empregada por Skjak-Brak et al. (1989) com modificacdes, como observada na
Figura 11. Uma aliquota de 10 mL do micro-organismo cultivado foi misturada em 90 mL de
solucdo de alginato de sédio, de modo que a concentracdo final desta solucédo fosse igual a 2%.
Esta mistura foi gotejada em 200 mL de solucdo de cloreto de calcio a 2%. O gotejamento foi
realizado utilizando-se uma sonda de PVC estéril com didmetro interno liso de 2 mm e abertura
de 0,15 mm, acoplada a uma bomba dosadora peristaltica (Milan Equipamentos Cientificos,
Colombo, Brasil). Ap6s 30 minutos, filtrou-se e lavou-se com agua destilada as particulas
formadas.
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Figura 11: Esquema do processo de gelificacdo ibnica externa.

b) Estudo do processo de secagem

As particulas de alginato foram secas em estufa de circulacdo forcada e renovacdo de ar
SL 102 (SOLAB, Piracicaba, Brasil). Foram testadas 4 temperaturas de secagem, 30, 40, 50 e
60 °C. Para cada temperatura estudada, foi realizada a cinética de secagem até peso constante
e os dados experimentais foram ajustados segundo os modelos de Page (PAGE, 1949) e
Exponencial (CARLESSO et al., 2007), utilizando-se o Software Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa,
EUA). Para a escolha da temperatura de secagem, realizou-se a enumeracdo das células, nas
esferas, antes e depois da operacao.

As curvas da cinética de secagem foram construidas a partir do adimensional de
umidade (Y, Equacéo 7) em funcéo do tempo (t) em minutos. As Equacdes 8 e 9 apresentam o
modelo empirico de Page e Exponencial, respectivamente.

V= Xt — Xegq Equacdo 7
Xo — Xoq

Y = e-6t™ Equacio 8

Y =e7kt Equacéo 9

onde Y ¢ o contetdo adimensional da umidade em fungéo do tempo, X é a umidade em g.100
gl G e k sdo as constantes dos modelos (min™t) e m é o pardmetro do modelo (constante
adimensional).

A raiz quadrada do erro médio (RQEM) foi calculado segundo a Equacéo 10.

100 v : Equacio 10
(Y—?)Z quagio
GLRZ ’
1=

onde GLR é o grau de liberdade do grupo de dados, Y o valor experimental e ¥ o valor estimado
pelo modelo.

RQEM =
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c) Recobrimento das particulas

O recobrimento das particulas formadas foi realizado utilizando-se uma solucdo de
quitosana a 1%. Esta solucdo foi preparada adicionando-se 1 g de quitosana a 100 mL de agua
destilada acidificada com 0,4 mL de &cido acético glacial, atingindo o pH de 3,6, para que
houvesse a dissolucdo do polimero e, em seguida, autoclavada. As particulas foram imersas na
solucdo de quitosana e agitadas durante 30 minutos, com o auxilio de uma barra magnética.
Apods este intervalo de tempo, foram filtradas e lavadas com agua destilada (KRASAEKOOPT
etal., 2004).

d) Isotermas de sorcao
Para a determinac&o da umidade de equilibrio das particulas secas foi utilizado o método
gravimétrico estatico proposto por Labuza e Schmidl (1985). Para isso, foram utilizadas
solugdes salinas saturadas em agua destilada, de acordo com determinada faixa de umidade
relativa, como pode ser observada na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de atividade de &gua relacionados as solugdes salinas saturadas a 30 °C.

Sal Aw
KOH 0,074
MgCl, 0,324

Mg(NOs), 0,514

KI 0,679

NH4CI 0,779
(NH4)2S04 0,806
KCI 0,836

FONTE GREENSPAN 1977

As amostras foram colocadas em recipientes e, em seguida, armazenadas em potes
herméticos, que podem ser observados na Figura 12, com as respectivas solucdes salinas para
cada valor de umidade relativa, a 30 °C. As amostras foram entdo pesadas em balanca analitica
em intervalos regulares de tempo, até que atingissem o equilibrio (cerca de 4 semanas). Apds o
equilibrio ter sido atingido, a umidade de equilibrio das amostras foi calculada somando-se o
teor de umidade inicial a quantidade de &gua absorvida de cada amostra. Os dados
experimentais foram, por sua vez, ajustados aos modelos de GAB, BET e pelo modelo empirico
de Oswin, encontrados na literatura para isotermas de sor¢do (BRUNAUER et al., 1938),
Equacdes 11, 12 e 13, respectivamente. Os dados foram tratados com o Software Statistica 8.0
(Statsoft, Tulsa, EUA).
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Figura 12: a) Desenho esquematico do recipiente hermético onde foram armazenadas as amostras para a

construcdo de isotermas de sorcado e b) Recipientes herméticos experimentais.

Equacéo 11
¥ = XnCperaw[1 — (N + D (a,)" + N(a,)"*"]
" (1-a,)[1- 1~ Cer)ay, — Cppr(a,)V+]
¥ = XmCeapKeapaw Equacéo 12
®  [(1 = Kgapaw) (1 — Kgapaw + CoapKcapaw)]
a, \P Equacdo 13
Xe = ¢ (=)
1—-a,

onde X. é a umidade de equilibrio (g dgua.g™ sélidos secos), Xm a umidade na monocamada
molecular (g agua.g™ solidos secos), N o nimero de camadas moleculares, aw a atividade de
agua, CeeT, Ceas, Kcag, C e D sdo constantes dos respectivos modelos.

e) Viabilidade dos micro-organismos encapsulados durante a estocagem
Para observar a viabilidade dos micro-organismos encapsulados durante a estocagem,
as amostras foram acondicionadas em recipientes herméticos, e armazenados nas temperaturas
de -18 °C, 7 °C e 30 °C. Foi realizada a contagem em placas, em agar YPD, pela técnica da
microgota, nos seguintes intervalos de tempo, 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 dias.

f) Simulagéo gastrointestinal

Para a anlise da sobrevivéncia da levedura, células livres e microencapsuladas, ao trato
gastrointestinal, foram realizadas a simulagdo dos fluidos estomacal (SGF) e intestinal (SEF),
a partir de adaptacdes das metodologias propostas por Picot e Lacroix (2004) e Favarin et al.
(2015).

A solucéo estomacal foi preparada utilizando-se os seguintes sais, 2,00 g.L de NaCl,
1,12 g.L't de KClI, 0,40 g.L de NaH2PO4 e as enzimas 0,26 g.L™* de pepsina e 3,50 g.L ! de
mucina tipo Ill. O pH desta solucéo foi ajustado para 2,00 com HCI. A solucéo intestinal foi
preparada com a seguinte composicdo, 6,5 g.L NaCl, 0,84 g.L"t KCI e 0,22 g.L't CaCly,
adicionando-se também pancreatina (1,95 g.L™) e sais de bile (10 g.L™?). A simulagéo da fase
entérica foi subdividida em duas etapas, com modificacbes no pH, utilizando solucdo de
NaHCOg, entre 4,30 e 5,20 (SEF1) e 6,50 e 7,20 (SEF2), respectivamente.

A enumeracdo dos micro-organismos na simulacdo gastrica foi realizada segundo
Thomas et al. (2014), onde 0,1 g da amostra foi submetida a 10 mL da solucéo gastrica durante
diferentes periodos de incubacdo, 0, 30, 60 e 120 minutos. A cada intervalo de tempo as células
foram centrifugadas e determinadas em relagéo a sobrevivéncia pelo método de contagem em
placas pela técnica da microgota. A Figura 13 apresenta a etapa referente a simulagdo géstrica.
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Figura 13: Procedimento realizado na Simulagdo Géstrica

Para simular a fase intestinal, a solucéo entérica foi dividida e o pH ajustado, como
descrito anteriormente. Apdés a simulacdo gastrica, as amostras foram centrifugadas e
adicionadas da solugcdo SF1, permanecendo sob agitagdo durante 2 horas com quantificagédo das
células vivas nos intervalos 180 e 240 minutos. Este procedimento foi repetido na segunda etapa
da simulacdo entérica, com duragcdo de 2 horas e enumeracdo dos micro-organismos nos
intervalos de 320 e 360 minutos. Na Figura 14 é possivel observar o desenvolvimento desta
fase.
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Figura 14: Procedimento realizado na Simulagdo Entérica

424 Meétodos analiticos

a) Estimativa da concentragdo microbiana
A concentracao estimada de levedura foi baseada na medida por densidade 6ptica. Apés
0 indculo do micro-organismo no caldo YPD e incubagdo durante 48 horas a 30 °C, foram
realizadas diluicOes e suas respectivas leituras no espectrofotdmetro (BEL Photonics SP 1105)
com o comprimento de onda de 600 nm. Assim, ap0s o plaqgueamento em superficie do inoculo,
a absorvancia e a contagem microbiana foram relacionadas de forma grafica (BEGOT et al.,
1996).

b) Quantificacdo da levedura encapsulada
As esferas foram rompidas utilizando-se uma solucdo tampdo fosfato em pH 7,0,
previamente autoclavada a 121 °C por 15 minutos (SHEU e MARSHALL, 1993). Quantificou-
se a levedura através da contagem em placas em YPD ap0s incubacgéo a 30 °C durante 24 horas
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(ARSLAN-TONTUL e ERBAS, 2017). A contagem das células foi realizada segundo Favarin
et al. (2015) utilizando a técnica da microgota.

c) Eficiéncia da encapsulacéo e secagem
As taxas de sobrevivéncia das levedura nas esferas foram calculadas como a relagdo
entre a contagem de levedura nas particulas e a contagem de levedura da solucdo de alimentagéo
da encapsulacio com base na matéria seca (GUIMARAES et al., 2013). De forma analoga, a
eficiencia da secagem foi calculada em relacdo a esfera Umida e seca. Para o célculo da
eficiencia utilizou-se a Equagéo 14 e 15.

Equacéo 14
C ;
Eu(%) _ particulas + 100
suspensao
Es(%) _ Sparticulas secas 100 Equa(;é-o 15

Sparticulas umidas

onde Ey e Es séo a eficiéncia da microencapsulacdo e da secagem, respectivamente. Coparticulas
refere-se ao contetdo total de micro-organismos na particula € Csuspensio 0O contetido de micro-
organismos na solucdo inicial. S refere-se ao contetdo de micro-organismos nas particulas
secas e Umidas.

d) Umidade
A umidade das particulas Umidas e secas produzidas foram determinadas segundo o
método oficial da AOAC (AOAC, 1970).

e) Higroscopicidade
Para a determinacdo da higroscopicidade das particulas secas foi empregada a
metodologia descrita por Cai e Corke (2000), com algumas modifica¢des. Aproximadamente 1
g da amostra foi pesada, em triplicata, e acondicionada em recipiente hermético contendo
solucdo saturada de NaCl (umidade relativa de 75,3%). Apds uma semana, as amostras foram
pesadas e calculou-se a higroscopicidade expressa em gramas de umidade adsorvida por 100 g
de massa seca da amostra.

f) Atividade de 4gua
A atividade de &gua das particulas secas foi determinada utilizando-se o equipamento
AQUALAB (Decagon Devices. Pullman, WA).

g) Morfologia

As esferas imidas foram analisadas através do microscopio 6tico Carl Zeiss (modelo
Axio Scope Al, Gottingen, Alemanha) e as particulas secas utilizando a microscopia eletrdnica
de varredura (MEV).

As analises por MEV foram realizadas segundo a metodologia descrita por
ROSENBERG e Young (1993). Fixou-se as amostras a uma fita adesiva em porta-espécimes
metalicos (stubs) e, em seguida, as recobriu com uma fina camada de ouro em um aparelho
metalizador. As amostras foram mantidas em um recipiente fechado até o momento da
observagao no microscopio eletrénico de varredura (TM 3000, Hitachi, Japao).

h) Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Para a caracterizagdo dos materiais de parede das particulas e verificar a encapsulacéo
da levedura e a interagéo entre o alginato e a quitosana nestas, ou seja, a presenga dos materiais
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de paredes nas particulas, a espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada na faixa de
onda entre 4000 e 600 cm™ utilizando o equipamento Perkin Elmer FT-IR Spectrometer
(Massachusetts-EUA) com auxilio do software Origin®.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Estudo do processo de secagem
As células de S. boulardii foram encapsuladas através da técnica da gelificacdo ibnica
externa, a partir de um inoculo inicial, com concentracio de 9,46+0,01 UFC.g™. Esta
concentracdo foi mensurada a partir da curva de concentragdo microbiana, apresentada no
Apéndice B.
A Tabela 7 apresenta os dados da concentragdo microbiana antes e apds a secagem, nas
diversas temperaturas, e ainda, a eficiéncia da secagem.

Tabela 7: Valores para a concentracéo de levedura nas particulas e eficiéncia da secagem

Temperaturade Antes dasecagem  Apo0s asecagem Eficiéncia da

secagem (°C) (log UFC.g?) (log UFC.g1)  secagem (%)
30 9,39A%+0,05 9,43%+0,02 100,11+0,44
40 9,78%+0,11 9,44"%+0,16 96,46%+0,61
50 9,197°+0,02 8,408°+0,07 91,43+0,72
60 9,607%+0,13 8,25B¢+0,05 85,96°+1,64

Resultados expressos em médiatdesvio padrdo. Letras mailsculas iguais nas linhas e mindsculas iguais nas

colunas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

A operacdo de secagem pode interferir na sobrevivéncia da levedura
encapsulada, como pode ser observada nas contagens do micro-organismo antes e apds o
processo, pode ser notada a diferenca significativa entre estes valores quando considerada
diferentes temperaturas. Na secagem a 30 e 40 °C a concentracao de levedura ndo apresentou
variacdo, o que nao foi observado em 50 e 60 °C, que apresentaram reducdo logaritmica na
contagem das células.

Portanto, em temperaturas superiores a 40 °C identifica-se um declinio na viabilidade
da levedura encapsulada, inferindo que a encapsulagéo pode néo ter sido suficiente para garantir
a protecao da cepa a estas temperaturas de exposicdo. Segundo Mcfarland e Bernasconi (1993)
a temperatura 6tima de crescimento da cepa S. boulardii é de 37 °C, valores acima deste podem
causar injurias na célula, podendo provocar a lise das mesmas.

Em um estudo, Arslan-Tontul e Erbas (2017) realizaram a microencapsulacdo de um
mix de micro-organismos probiéticos, dentre eles S. boulardii, com goma arabica e f-
ciclodextrina como materiais de parede, a partir da técnica de Spray Dryng, utilizando uma
temperatura de 120 °C no ar de entrada, e encontraram uma taxa de eficiéncia de
aproximadamente 95 %, com uma contagem final de 7,07 log UFC.g™.

Thomas et al. (2014) avaliaram a eficiéncia da utilizacéo de liofilizac&o de S. boulardii
encapsuladas pela técnica de camadas, com uma e duas camadas, e encontraram valores de 60
e 83 % respectivamente. O emprego de baixas temperaturas de pressdes na remocao da agua
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ndo garantiu a sobrevivéncia da levedura, sendo inferior a secagem em estufa em todas as
temperaturas estudadas.

A Tabela 8 apresenta os dados experimentais obtidos nas analises de umidade e
higroscopicidade das particulas em cada uma das temperaturas de secagem.

Tabela 8: Valores experimentais para umidade (g.100 g*) e higroscopicidade (g.100 g*) das particulas.

Antes Apos secagem (°C)

Secagem 30 40 50 60
Umidade 96,13+0,02 13,05°+0,11 15,87%+0,41 12,00°+0,47 15,14%+0,48
Higroscopicidade - 10,69%+£0,49 7,99°+0,81 11,63%+0,23 7,54°+0,58

Resultados expressos em médiatdesvio padrao. Letras mindsculas iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

As propriedades fisico-quimicas com umidade e higroscopiciadade nos fornecem
importantes caracteristicas sobre as particulas secas, principalmente para a conservagdo e a
manutencdo da viabilidade de tais produtos. A umidade, quando exibe um alto valor pode
diminuir a qualidade das particulas quando armazenadas, assim como a alta capacidade de
absorcdo de &gua que acarreta 0 aumento da umidade, gerando a degradacdo dos materiais de
parede e a proliferacao de bolores (CHAMPAGNE et al., 1996; BHANDARI et al., 2013).

N&o se observa uma tendéncia clara em relagdo ao aumento da temperatura e os valores
obtidos para umidade e higroscopicidade das particulas (Tabela 8). As particulas apresentaram
umidade inferior a 16 % de umidade e higroscopicidade abaixo de 12 %. Arslan-Tontul e Erbas
(2017) ao realizarem a microencapsulacdo de S. boulardii com secagem por Spray drying
encontraram valores similares a este estudo, com umidade abaixo de 13 %. Em outro estudo,
Albadran et al. (2015) produziram particulas de Lactobacillus plantarum com 9 % de umidade
apos o processo de liofilizacéo.

Para o estudo da secagem das particulas Umidas optou-se em realizar a cinética, para
identificar, principalmente o tempo de remocdo de agua, embora ndo tenha sido descartada a
importancia da sobrevivéncia da levedura a esta operacdo. Além disso, o0 estudo deste processo
elucida o comportamento das particulas em relagdo aos fendmenos de transferéncia de calor e
massa com o ar de secagem (DE FARIA et al., 2012). Os modelos utilizados neste experimento
tém sido empregados no estudo de secagem de produtos agricolas, graos e vegetais (AKPINAR
et al., 2003), mas podem ser estendidos as particulas deste estudo, devido a proximidade em
teores de umidade e caracteristicas de formacao.

Os parametros de ajuste dos dados experimentais aos modelos PAGE e exponencial para
a cinética de secagem em diferentes temperaturas sdo apresentados na Tabela 9, onde também
se observa o coeficiente de determinacéo (R?) e a raiz quadrada do erro médio (RQEM). O
modelo de PAGE forneceu o melhor ajuste para as curvas de secagem em todas as temperaturas
analisadas, onde o coeficiente de determinacdo apresentou resultados proximos a 1, e ainda, 0s
menores valores de RQEM.
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Tabela 9: Pardmetros relacionados aos dados experimentais ajustados aos modelos de secagem.

Modelo Parametro Temperatura

30 °C 40 °C 50 °C 60 °C

G (10*min™) 4,8228 5,0508 5,8910 5,1860

M 1,5540 1,7500 1,4244 1,5392

Page R? 0,9921 0,9933 0,9932 0,9909
RQEM (%) 3,4107 2,8468 3,8255 3,5033

K (10*min?t)  7,3935 13,7460 28,3101 35,3597

Exponencial R? 0,9430 0,9214 0,9781 0,9561
RQEM (%) 9,0857 9,3483 7,2938 7,7104

Os valores de G e K apresentaram uma ligeira dependéncia com a temperatura, ou seja,
quando ocorre 0 aumento da temperatura pode-se observar um aumento deste valor. Este
resultado esta de acordo com Brooker et al. (1992) que afirmam a dependéncia destes valores
com a variagao de temperatura, e ainda, com o teor de umidade inicial.

A Figura 15 mostra as curvas de secagem e indicam que 0 aumento da temperatura
interferiu na remocdo da &gua das particulas, ocasionando em uma maior taxa de secagem.
Como esperado, o tempo total do processo reduziu, alcancando menores valores nas
temperaturas de 50 e 60 °C, apesar disso, como discutido anteriormente, a sobrevivéncia da S.
boulardii foram as menores entre as temperaturas avaliadas, inviabilizando este parametro de
processo. Na temperatura de 40 °C, escolhida para este estudo, observa-se que a umidade
permanece constante a partir do tempo de 2,5 horas, e manteve uma alta concentracao de

levedura.
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Figura 15: Cinética de secagem e ajuste as modelos: a) secagem a 30 °C; b) secagem a 40 °C; c) secagem a 50
°C; d) secagem a 60 °C.

4.3.2 Caracteristicas das particulas encapsuladas com e sem recobrimento
de quitosana, secas na temperatura de 40 °C

A microencapsulacdo da cepa de S. boulardii por gelificacdo i6nica foi realizada
utilizando-se alginato de sddio e recobertas ou ndo com quitosana. Os resultados comparativos
entre as diferentes particulas formadas sdo apresentados na Tabela 10.

A concentracdo de S. boulardii na particula seca e eficiéncia de encapsulacdo foi
considerada estatisticamente iguais (p<0,05), revelando que ndo a perda de micro-organismos
quando o procedimento de recobrimento da particula de alginato foi realizado. Resultado
similar foi encontrado por Hébrard et al. (2010) na microencapsulacdo de S. boulardii com
alginato e recobrimento com isolado proteico do soro de leite.
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Tabela 10: VValores experimentais para concentracdo S. boulardii na particula seca (log UFC.g-1), umidade (g.100
g-1), higroscopicidade (g.100 g-1), atividade de agua e eficiéncia de encapsulacdo e secagem das particulas (%).

Parametros ALG ALG-QUIT
Concentracdo particula seca 9,44+0,16*  9,69+0,092
Umidade 15,87+0,41% 13,81+0,66°
Higroscopicidade 7,99+0,81*  6,49+0,32°
Atividade de agua 0,279+0,0022 0,267+0,005"
Eficiéncia de encapsulacéo 95,44+0,59* 95,35+1,09?
Eficiéncia de secagem 96,47+0,61° 98,07+0,55°

ALG: particulas de alginato e ALG-QUIT: particulas de alginato-quitosana. Resultados expressos em
médiatdesvio padrdo. Letras minusculas iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de

Tukey a 5% de significancia.

Além disso, as particulas de alginato-quitosana apresentaram valores inferiores de
umidade, atividade de &gua e a absorcéo de agua, evidenciando uma possivel maior estabilidade
durante o armazenamento, dependendo da umidade relativa do amobiente.

Observa-se uma maior sobrevivéncia da levedura nas particulas alginato-quitosana
guando comparada a eficiéncia de secagem, indicando uma maior protecdo ao processo de
secagem a 40 °C. Segundo Ramos et al. (2018) o recobrimento de particulas pode diminuir a
guantidade de poros na superficie aumentando a resisténcia. Além disso, estas particulas
apresentaram valores inferiores na absorcdo de agua, evidenciando uma possivel maior
estabilidade durante o armazenamento, dependendo da umidade relativa do ambiente.

A seguir sdo abordadas as analises de morfologia, FTIR, viabilidade durante o
armazenamento, a construcdo de isotermas de sor¢do e a viabilidade durante a simulacéo
gastrointestinal in vitro das particulas de alginato e alginato-quitosana.

a) Morfologia das particulas

A microscopia 6tica das particulas Umidas de alginato e alginato-quitosana sao
mostradas na Figura 16 com um aumento de 30x. De forma geral, observa-se a formacao de
estruturas com geometria esférica, com notavel variacdo nas dimensdes, impossibilitando sua
afericdo. Além disso, ndo é possivel identificar alteraces na superficie das esferas somente de
alginato e as que passaram pelo processo de recobrimento. Segundo Burgain et al. (2011) a
técnica de microencapsulacdo por gelificacdo idnica externa produziu particulas de variados
tamanhos, devido ao processo de gotejamento do material sobre a solugédo de cloreto de calcio.
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Figura 16: Microscopia 6tica das particulas tmida com aumento de 30x: a) particula alginato e b) particula
alginato-quitosana.

A microscopia eletrénica de varredura possibilitou a observacdo da superficie das
particulas, alginato e alginato-quitosana, ap0s a operacdo de secagem, apresentadas na Figura
17. Observa-se que as particulas somente de alginato (17.b) apresentaram pontos escuros em
sua superficie, indicando leveduras aderidas a esta, tipico de uma estrutura matricial, o que pode
comprometer a viabilidade deste micro-organismo frente as alteracdes ambientais. Apds o
revestimento com quitosana, ndo sao encontrados estes pontos, pois nao ha células da levedura
sobre a superficie. Halim et al. (2017) também observaram a aderéncia de bactérias probioticas
sobre a superficie das particulas de alginato obtidas por gelificacdo i6nica externa e liofilizadas.

N - 00 201 = HL D50 00 200um
Figura 17: Microscopia eletrdnica de varredura das particulas secas com aumento de 500x: a) particula alginato
sem a levedura (controle), b) particula alginato com levedura encapsulada e c) particula alginato-quitosana com
levedura encapsulada.

b) Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR nos permite identificar as interagdes das ligagdes presentes em cada
uma das moléculas, e ainda, observar de forma qualitativa a presenca de componentes em
estruturas formadas a partir de misturas, portanto, pode-se identificar a presenca ou ndo do
revestimento de quitosana na particula de alginato. Observa-se na Figura 18 os espectros de
transmissao na regido do infravermelho dos materiais de parede, alginato de sddio e quitosana,
e também das particulas de alginato e alginato-quitosana.

No espectro de alginato de sédio, Figura 18-a, é possivel identificar bandas
caracteristicas deste material, como os picos localizados em 1592 cm™ associado a deformagéo
simétrica do grupo carboxilato (COO") e assimétrica em 1406 cm™, e ainda, a banda em 1026
cm® que indicam um alongamento assimétrico de C-O-C (LIM e AHMAD, 2017). As bandas
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entre 3100 e 3600 cm™ s&o tipicas de ligacdes hidrogénio (OH). Ndo houve identificagdo de
bandas em 1747 cm™, que representariam a presenca de 4cido alginico (VAZIRI et al., 2018).

O espectro de infravermelho da Figura 18-b apresenta as bandas referentes a quitosana.
Observa-se, principalmente as bandas 1026 cm™ correspondentes ao estiramento da ligagdo N-
H, e ainda as bandas 1650 e 1558 cm™ associadas a amida primaria e secundaria,
respectivamente. Outras ligacOes sdo identificadas em 2878 cm™ como vC-H simétrico e em
3600 e 3100 cm™* bandas de ligagdo hidrogénio (OH) (LIM e AHMAD, 2017).

Na Figura 18-c, espectro da particula de alginato, observa-se a presenga das mesmas
bandas encontradas para o alginato de sodio puro, mas com menores percentuais de
transmitancia. Segundo Vaziri et al. (2018) o efeito da ligagdo cruzada entre os ions Ca?* com
o alginato de sodio provoca um aumento na absorgao das bandas em 1596-1592 cm™ e também
das bandas entre 3100 e 3600 cm™. Estes autores ainda relatam a existéncia de uma diminuicéo
no estiramento C-O-C, na banda 1026 cm™.

Para a particula de alginato-quitosana, espectro da Figura 18-d, percebe-se uma
diminuicéo do estiramento C-O-C em 1026 cm™, além disso, as bandas fortemente relacionadas
as ligacOes amidas da quitosana a 1650 cm™ e 1558 cm revelam uma interacgéo ionica efetiva
entre 0 grupo amino da quitosana e grupo carboxilato do alginato de sodio (VAZIRI et al.,
2018). Portanto, através desta analise qualitativa, pode-se inferir que existe uma interacao entre
0s materiais de parede nas particulas formadas a partir da gelificacdo i6nica externa.
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Figura 18: Espectro de absor¢do na regido do infravermelho: a) alginato de sodio, b) quitosana, ¢) particula de

alginato e d) particula alginato-quitosana.
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c) Viabilidade durante a estocagem
A avaliagdo da estabilidade dos micro-organismos encapsulados durante o
armazenamento torna-se importante devido a necessidade em identificar a viabilidade dos
mesmos em relacdo ao tempo e temperatura. Sendo assim, a Figura 19 apresenta os dados
referentes a sobrevivéncia da cepa S. boulardii durante o periodo de 120 dias em trés diferentes
temperaturas de armazenamento.
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Figura 19: Viabilidade da S. boulardii durante o armazenamento: a) particulas de alginato de sodio; b) particulas
de alginato-quitosana.

As barras representam a concentracdo de leveduras na particula e as linhas o decréscimo desta contagem (em

porcentagem) em relacdo ao primeiro dia de analise. Letras mindsculas iguais nas colunas ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

De forma geral, observa-se uma maior sobrevivéncia da cepa S. boulardii nas particulas
formadas de alginato-quitosana, em todas as temperaturas de armazenamento, evidenciando
uma maior protecdo. Segundo Ramos et al. (2018) o revestimento interage com a superficie da
particula aumentado a estabilidade em relacdo ao ambiente.
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As particulas de alginato, com concentracéo inicial de 9,96+0,34 log UFC.g%, apds o
periodo de 120 dias apresentou 7,75+0,17, 8,49+0,20 e 8,75+0,05 log UFC.g* nas temperaturas
de 30, 7 e -18 °C respectivamente (Figura 10-a). O maior declinio foi observado no
armazenamento a 30 °C de aproximadamente 2,21 ciclos logaritmicos. Neste periodo de tempo
observa-se que houve diferenca significativa entre as temperaturas de estocagem, considerando
0 mesmo intervalo de tempo, indicando uma melhor manutencdo da viabilidade quando as
particulas sdo armazenadas em temperaturas reduzidas.

A contagem de celulas das particulas de alginato-quitosana apresentaram uma
concentragdo inicial de 9,71+0,20 log UFC.g* reduzindo para 8,66+0,17, 8,92+0,09 e
8,98+0,17 log UFC.g* nas temperaturas de 30, 7 e -18 °C, respectivamente, ap6s 120 dias de
armazenamento (Figura 10-b). Portanto, a maior reducéo logaritmica, cerca de 1,05 log, foi
encontrado quando estocadas a temperatura de 30 °C, embora ndo tenha apresentando diferenga
significativa (p<0,05) comparadas ao armazenamento de 7 e -18 °C.

Segundo Dianawati et al. (2016) diversos estudos mostraram que a sobrevivéncia de
micro-organismos é maior quando armazenados em temperaturas mais baixas, porém a
mortalidade das células aumenta com o aumento do tempo. Este resultado foi observado neste
estudo e também por Song et al. (2014) que encapsularam S. cerevisiae por gelificacdo idnica
interna e encontraram uma sobrevivéncia de 4 meses sob a temperatura de -20 °C das células
encapsuladas e liofilizadas. O mesmo foi observado em um recente estudo, Suvarna et al. (2018)
realizaram a microencapsulacdo de leveduras probidticas, por gelificacdo idnica interna. No
estudo da sobrevivéncia dos micro-organismos no armazenamento a 4 °C, encontraram uma
taxa de sobrevivéncia no tempo final de 91 %.

d) Isotermas de sorcao

Um estudo mais detalhado da higroscopicidade pode ser feito através das isotermas de
sorcdo, que possibilitam avaliar as alteragdes na umidade do produto durante a estocagem,
sendo muito importante no caso de produtos secos.

Os dados experimentais foram ajustados aos modelos de BET, GAB e Oswin,
comumente utilizados para a construcdo de isotermas de sorcdo. A Tabela 11 apresenta estes
valores, assim como os parametros calculados pela estimativa dos respectivos modelos
acompanhados dos coeficientes de determinacio (R?) e a raiz quadrada do erro médio (RQEM).
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Tabela 11: Definicdo de pardmetros para os modelos de isotermas de sor¢doa 30 ° C .

Modelo Parametros Particulas
Alginato Alginato-Quitosana
Xm 1696,820 3,647
CgeT 0,001 7,446
BET N 0,279 0,020
R? 0,873 0,962
RQEM (%) 3,073 1,061
Xm 0,132 0,155
Ccas 56,453 37,857
GAB Keas 0,731 0,460
R? 0,994 0,993
RQEM (%) 1,218 0,464
C 0,209 0,177
Oswin D 0,292 0,210
R? 0,975 0,976
RQEM (%) 1,365 0,840

O modelo de GAB apresentou os melhores ajustes dos dados experimentais, para ambas
as particulas, alginato e alginato-quitosana, visto que apresentaram os maiores valores de R?,
préximos a 1, e os menores valores de RQEM. De acordo com Lewicki (1997), os valores de
Ccas podem variar de 5,67 a infinito, o que esta de acordo com os resultados obtidos neste
estudo. E ainda, os autores Santos et al. (2015) e Verruck et al. (2018) associam 0 aumento de
Ccas com a diminuicdo de temperatura, assumindo que a forte interacdo entre adsorvente e
adsorvido e exotérmica. Em relacdo aos valores de Kcag, que varearam entre 0,731 e 0,460,
esperados para produtos alimenticios, estes valores devem variar entre 0,240 e 1,00 (LEWICKI,
1997).

O teor de umidade da monocamada (Xm), correspondente a estabilidade fisica e quimica
em alimentos secos, representando a quantidade de dgua que esta fortemente ligada a superficie
do material ou alimento (AL-MUHTASERB et al., 2002). No ajuste a GAB, X variou de 13 a
15 % nas particulas de alginato e alginato-quitosana.

A Figura 20 apresenta, graficamente, os ajustes dos dados experimentais aos modelos
para isotermas de sor¢do, construidas a partir dos valores da umidade de equilibrio (Xeq), que
correlacionam com a umidade ao final do experimento, e das diferentes atividades de agua.
Analisando as curvas, observa-se que com o aumento da atividade de dgua a umidade de
equilibrio aumenta, tendendo a uma forma sigmoidal, que esta de acordo com o que foi relatado
por Al-Muhtaseb et al. (2002), as isotermas possuem um comportamento sigmoidal, poucos séo
as de formato linear.

Segundo Brunauer et al. (1938) as isotermas podem ser divididas em cinco tipos,
dependendo do formato da curva, sendo os tipos Il e I1l de maiores interesses para alimentos.
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As curvas de ajuste ao modelo de GAB, em ambas formulacdes de particulas, aproximam-se
do tipo 11, observado também por Verruck et al. (2018) no estudo da microencapsulagdo de
Bifidobacterium BB-12 por Spray Drying.

Concordando com o que foi observado na Tabela 8, a particula de alginato-quitsona foi
a que apresentou a menor higrosopicidade, indicando novamente uma tendéncia de maior
estabilidade no armazenamento.
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Figura 20: Dados experimentais e ajustados as modelos para isotermas de sorcdo: a) particulas de alginato e b)

particulas de alginato-quitosana.

e) Simulagéo gastrointestinal in vitro
Um dos objetivos da utilizacdo das técnicas de microencapsulagdo de micro-organismos
probidticos séo a de aumentar a sua protecao em detrimento das condi¢Ges adversas encontradas
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nos fluidos estomacais e biliares, que possuem grande variacdo de pH e, ainda, sais e enzimas
(GARTI e MCCLEMENTS, 2012; RATHORE et al., 2013; GAONKAR et al., 2014). A Figura
21 apresenta os dados obtidos em relacdo a sobrevivéncia da S. boulardii, livre e encapsulada,
frente aos fluidos gastrointestinais simulados in vitro.

As ceélulas livres da levedura apresentaram uma reducdo na concentracdo de
aproximadamente 1,91 ciclos logaritmicos, de 9,86+0,07 para 7,95+0,05 log UFC.g%, apds o
periodo de 2 horas correspondentes a simulacdo da fase gastrica. Enquanto isso, 0s micro-
organismos encapsulados apresentaram uma maior resisténcia neste mesmo intervalo de tempo.
Foi observado um ligeiro decréscimo da concentracdo da levedura nas particulas de alginato,
de 9,15+0,06 para 8,63+0,25 log UFC.g, ndo havendo variagdo nas particulas de alginato-
quitosana, que mantiveram a concentragio de 9,25+0,36 log UFC.g.

A utilizacdo somente de alginato para a formagéo das particulas néo foi o suficiente para
manter a concentragdo do micro-organismo. Embora apresente Otimas propriedades de
formagdo de gel e aprisionamento do probidtico, na presenca de céations como o sddio e
magnésio, o gel perde a estabilidade, assim como na acdo de agentes quelantes como o fosfato
(LEONG et al., 2016). Além disso, existe sensibilidade a meios mais &cidos, que poderiam
causar a liberacao das células encapsuladas ainda na fase gastrica (BURGAIN et al., 2011).

O revestimento das particulas de alginato com quitosana mostrou aumentar a
sobrevivéncia da S. boulardii, tanto quando comparada as células livres ou somente as
encapsuladas pelo alginato. Segundo Ramos et al. (2018) a quitosana apresenta um
comportamento catiénico e capacidade de resistir a meios acidos. Thomas et al. (2014)
associaram a resisténcia ao fluido gastrico, das microcapsulas obtidas pela técnica de
microencapsulacdo em camadas, a presenca de quitosana como material de parede.

Ao analisar a sobrevivéncia da levedura no fluido intestinal observa-se uma maior
estabilidade da concentracdo de células, tanto livre quanto encapsuladas. As células livres
apresentaram uma variagao de 7,95+0,05 para 7,36+0,32 log UFC.g™%, as particulas de alginato
de 8,63+0,25 para 8,01+0,06 log UFC.g* e particulas de alginato-quitosana de 9,27+0,36 para
8,82+0,18 log UFC.gt.

Song et al. (2014) relataram a deterioragéo do material de parede das particulas formadas
de alginato ao final de 3 horas de simulacdo gastrointestinal. Sultana et al. (2000), apesar de
ndo ser um estudo relacionado a levedura, encontrou 0 mesmo comportamento na
microencapsulacdo de bactérias probioticas, utilizando alginato e amido como materiais de
parede, quando expostos a sais de bile.

De forma geral, a técnica de encapsulacdo por gelificacdo ibnica externa, com
recobrimento da particula com quitosana apresentou melhores resultados em relacdo a
sobrevivéncia da S. boulardii nos fluidos gastrointestinais, a concentracéo inicial de 9,25+0,36
log UFC.g! reduziu para 8,82+0,18 log UFC.g%, ou 0,53 em termo de ciclo logaritmos.
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Figura 21: Dados experimentais obtidos na simulacéo gastrointestinal in vitro.
Os dados sdo apresentados como médiatdesvio padrdo. ALG — Alginato e ALG-QUIT — Alginato-Quitosana.

4.4 CONCLUSAO

O estudo da secagem das particulas produzidas pela técnica de encapsulacdo, permitiu
estabelecer a temperatura de 40 °C como a ideal para manter a sobrevivéncia das células da
levedura no menor tempo possivel, de acordo com a alta eficiéncia de secagem encontrada.
Além disso, a utilizacdo da gelificacdo ibnica externa e posterior secagem por um método de
baixo custo, torna-se promissora na encapsulacdo da cepa de S. boulardii, principalmente
guando combinada com o recobrimento da particula de alginato por quitosana, conferindo uma
maior resisténcia a levedura quando armazenada em diferentes condigdes de temperatura, -18,
7 e 30 °C, assim como uma maior protecdo quando exposta a simulacdo de fluidos gastricos e
intestinais. O aumento da integridade da particula alginato-quitosana deve-se ao fato da possivel
diminuicdo de poros na superficie do material de encapsulamento, e maior agregacdo do micro-
organismo, como pode ser observado na microscopia eletronica de varredura. A construgéo das
isotermas de sor¢do permitiu identificar o perfil de estabilidade das particulas em relagédo a
diferentes umidades relativas, contribuindo para a determinacdo de uma melhor forma de
estocagem.
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CONCLUSAO GERAL

De forma geral, o desenvolvimento de particulas carreadoras de leveduras a partir da
utilizacdo de técnicas de microencapsulagéo, por gelificacdo ibnica externa e interna, propicia
0 aumento da viabilidade deste micro-organismo.

Os dados deste trabalho revelam ainda que:

A gelificacdo idnica interna possui a desvantagem em apresentar residuo oleoso
nas particulas, podendo prejudicar a sua utilizacdo em matrizes alimentares;
N&o houve uma diferenca significativa (p <0,05) na sobrevivéncia da S.
cerevisiae entre as técnicas de encapsulacdo, gelificacdo idbnica externa e interna;
Foi encontrada uma maior concentracdo de S. cerevisiae nas particulas formadas
pela gelificagdo ibnica externa apds o processo de secagem a 30 °C;

Em relacdo a umidade, atividade de agua e higroscopicidade, as particulas (S.
cerevisiae) secas produzidas pela gelificacdo ibGnica externa apresentaram
valores superiores as formadas pela gelificagdo ibnica interna;

O estudo de secagem das particulas obtidas a partir da gelificacdo ibnica externa,
permitiu estabelecer a temperatura de 40 °C como ideal para manter a
sobrevivéncia das células de S. boulardii e reduzir o tempo de processo;

Na analise das imagens obtidas a partir da MEV foi possivel identificar
leveduras aderidas a superficie das particulas somente de alginato;

A partir dos espectros obtidos pela analise por FTIR observa-se qualitativamente
uma interacdo entre o alginato e a quitosana, utilizada no recobrimento das
particulas provenientes da gelificacdo ibnica externa;

Os dados experimentais de isotermas de sorcdo se correlacionaram de forma
mais efetiva do modelo proposto por GAB;

O recobrimento com quitosana das particulas de S. boulardii propiciaram uma
maior resisténcia na estocagem nas temperaturas de 30, 7 e -18 °C;

Apds a analise de resisténcia ao trato gastrointestinal, foi possivel identificar
uma maior protecdo das particulas recobertas com quitosana em relacdo as
somente com alginato com material de parede, além disso, ambas obtiveram uma
maior viabilidade em relagdo ao micro-organismo livre.

Para trabalhos futuros, sugere-se estudar a aplicacdo das particulas de S. boulardii
formadas com alginato e recobertas com quitosana em diferentes matrizes alimentares.
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APENDICE A - Curva de concentraco microbiana S. cerevisiae

A curva de concentracdo microbiana apresentada na Figura 22 estabelece uma relagéo
entre a quantidade de leveduras e a absorvancia medida no espectrofotometro. Esta foi
construida a partir de dilui¢des seriadas e plaqueamentos.

A partir dos dados experimentais torna-se possivel o ajuste a equacdes lineares, que
fornecem uma equagéo para estimativa da concentracdo de micro-organismos no inoculo a ser
utilizado nos processos de microencapsulacdo. Ao realizar o ajuste dos dados encontrou-se um
valor de R? de 0,99807, sendo, portanto, satisfatorio a correlacdo entre os valores experimentais

e a equacéo.
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Figura 22: Curva de concentracdo microbiana para a cepa S. cerevisiae.
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APENDICE B - Curva de concentrac¢do microbiana para a cepa S. boulardii.

A curva de concentracdo microbiana apresentada na Figura 23 estabelece uma relagao
entre a quantidade de levedura e a absorvancia medida no espectrofotdmetro. Esta foi construida
a partir de diluicOes seriadas e plaqueamentos.

A partir dos dados experimentais torna-se possivel o ajuste a equacdes lineares, que
fornecem uma equagéo para estimativa da concentracdo de micro-organismos no inoculo a ser
utilizado nos processos de microencapsulacao. Ao realizar o ajuste dos dados encontrou-se um
valor de R? de 0,9946, sendo, portanto, satisfatorio a correlagio entre os valores experimentais

e a equacéo.
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Figura 23: Curva de concentragdo microbiana para a cepa S. boulardii.
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