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RESUMO

Cada vez mais a industria de alimentos tem desenvolvido produtos com incluséo probidtica,
visto as maiores preocupacdes dos consumidores na ingestdo de alimentos funcionais.
Frutas sdo consideradas uma alternativa promissora para a incorporacdo de probioticos.
Morangos séo frutas de alto impacto econdémico, entretanto, sua alta susceptibilidade a
contaminacdao fungica dificulta seu processamento e armazenamento. Assim, tem sido cada
vez mais relevante o desenvolvimento de técnicas envolvendo revestimentos comestiveis
em frutos de alta perecibilidade, visando o aumento de sua vida de preateleira. O trabalho
objetivou avaliar a qualidade fisico-quimica de morangos revestidos com cobertura
comestivel de quitosana e a incorporacdo de Lactobacillus Casei LCO3 FL 170-20 em
alginato de sodio na forma livre e microencapsulada. O probidtico foi microencapsulado pela
técnica de gelificacdo ibnica e revestido em solucdo de quitosana de baixo peso molecular
(0,5%). A microestrutura e o tamanho das particulas foram observadas por microscopia
Optica e eletrbnica. Foi aplicado nos morangos o revestimento comestivel probidtico, sendo
avaliado seus padrdes de qualidade a cada 3 dias em temperatura refrigerada (7°C). A
eficiéncia de microencapsulacdo das microcdpsulas de alginato e alginato-quitosana foi de
90,2% e 90,7%, respectivamente. O revestimento de alginato-quitosana tornou a estrutura
das microparticulas menos porosa e mais estavel em comparacdo com as microcapsulas
de alginato. Foi observada a conservacéo dos valores de solidos soluveis, pH e umidade
nos grupos de revestimento comestivel alginato-quitosana- L. casei livre (RCAQL) e no
grupo revestimento comestivel alginato-quitosana- L. casei microencapsulado (RCAQM).
Na evolucédo da cor, houve um aumento no indice de croma e angulo de Hue, o que aponta
cores mais vividas ao fruto e traz que a técnica LBL ndo afeta na coloracdo avermelhada
do morango. A perda de peso dos frutos foi inferior nos grupos experimentais RCAQL e
RCAQM, com 5,5% e 3,3%, respectivamente. A técnica LBL auxiliou na manutencdo da
gualidade do morango Fragaria x ananassa duch, tanto na incorporacdo com o probiotico
livre quanto encapsulado.

Palavras-chave: Biopolimeros, Filmes comestiveis, Fruta, Morangos, Padrdo de
gualidade, Probidtico.



ABSTRACT

Increasingly, the food industry has been developing products with probiotic inclusion, given
the greater concerns of consumers regarding the intake of functional foods. Fruits are
considered a promising alternative for the incorporation of probiotics. Strawberries are fruits
with a high economic impact, however, their high susceptibility to fungal contamination
makes their processing and storage difficult. Thus, the development of techniques involving
edible coatings on highly perishable fruits has been increasingly relevant, aiming at
increasing shelf life. The objective of this work was to evaluate the physicochemical quality
of strawberries with an edible coating of chitosan and the incorporation of Lactobacillus
Casei LCO3 FL 170-20 in sodium alginate in free form and microencapsulated. The probiotic
was microencapsulated by the ionic gelation technique in sodium alginate (3%) and coated
in a low molecular weight chitosan solution (0,5%). The microstructure of the particles was
observed by optical and electron microscopy, where it was observed that the alginate-
chitosan coating made the structure of the microparticles less porous and more stable. For
strawberries, the edible alginate-chitose-probiotic coating was applied, and their quality
standards were evaluated every 3 days at refrigerated temperature (7°C). The
microencapsulation efficiency of alginate and alginate-chitosan microcapsules was 90.2%
and 90.7%, respectively. The strawberries were coated with the edible coating using the
layer-by-layer (LBL) technique, using alginate and fungal chitosan (0.5%). Conservation of
soluble solids, pH and moisture values was observed in the edible coating alginate-chitosan-
L. casei free (RCAQL) and in the edible alginate-chitosan- L. casei microencapsulated
coating (RCAQM) groups. In the color evolution, there was an increase in the chroma index
and Hue angle, which indicates more vivid colors to the fruit and shows that the LBL
technique did not affect the reddish color of the strawberry. Fruit weight loss was lower in
the experimental groups RCAQL and RCAQM, with 5,5% and 3,3%, respectively. The LBL
technique helped to maintain the quality of the strawberry Fragaria x ananassa duch, both
in the incorporation with the free and encapsulated probiotic.

Keywords: Biopolymers, Edible films, Fruit, Strawberries, Probiotic, Quality
standard.
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1. INTRODUCAO

Os probidticos sdo um grupo de microrganismos benéficos que, quando
consumidos em quantidades adequadas, proporcionam beneficios ao hospedeiro
(TRINDADE et al., 2022). Estudos atuais trazem que os lactobacilos sdo probioticos
capazes de prevenir varios tipos de condi¢cdes, como alergias, disbiose intestinal,
infecgbes por patdogenos e, em alguns casos, doencas crbnicas ndo transmissiveis
(DCNT), como a obesidade (PONTES et al., 2021), diabetes mellitus (MALLAPPA et al.,
2022) e dislipidemia (HENDIJANI & AKBARI 2018).

Cada vez mais a industria de alimentos tem desenvolvido produtos com incluséo
probidtica, tendo em vista a preocupacédo dos consumidores para ingestao de alimentos
funcionais (REQUE et al., 2021). Apesar dos atributos dos probiéticos, o processamento
de alimentos reduz o nimero de células viaveis, devido as condi¢des de estresse sofridas
(ZHANG et al., 2021). Além disso, o ambiente &cido gastrico tem um efeito negativo na
sobrevivéncia probiotica. Assim, foram criados sistemas carreadores de probidticos em
alimentos, que incluem emuls@es, microgéis e capsulas (ZHANG et al., 2021).

A microencapsulacdo € uma das técnicas mais promissoras para a protecdo de
probiéticos contra condigBes adversas, baseada no aprisionamento dentro de uma matrizde
material  biopolimérico, geralmente polissacaridico, como alginato, quitosana,
carboximetilcelulose e pectina (XU et al., 2022). Atualmente, os métodos mais comuns de
encapsulamento de probidticos sao: extrusdo, gelificacdo ibnica, coacervacdo e
pulverizagdo (MAHMOUD et al., 2020). A microencpasulagdo torna possivel a liberacdo em
concentracfes adequadas de bactérias probiodticas no intestino, além de proporcionar um
protecao aos estresses gerados durante o processamento de alimentos (REQUE et al., 2021).

Os probidticos foram inicialmente transportados em alimentos lacteos, uma vez
que as quantidades de carboidratos, proteinas e lipidios disponiveis nesta matriz
alimentar, podem melhorar a sobrevivéncia desses microrganismos (PONTES et al.,
2021). Estudos atuais relatam que microrganismos probioticos tém sido adicionados em
diferentes matrizes alimentares, através da sua incorporagcdo em revestimentos
comestiveis, tornando possivel sua adicdo em frutas (BAMBACE; ALVAREZ; MOREIRA,
2019), produtos carneos fermentados e pescados (GOMZES et al., 2018).
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Apesar da grande difusdo de produtos probidticos lacteos, produtos
probiodticos ndo lacteos tém chamado a atencdo da industria de alimentos devido
ao crescente interesse em veganismo, bem como ao maior numero de
consumidores com restricdes alimentares, como intoleréncia a lactose e alergia as
proteinas do leite (BAMBACE et al., 2019). Assim, frutas e hortalicas séo
consideradas uma alternativa promissora para a incorporacdo de probioticos
(GUPTA & ABU- GHANNAM, 2012). Atualmente, o uso de frutas minimamente
processadas como portadoras de probidticos ja tem sido testada em macés
(ALEGRE et al., 2009), abacaxi (RUSSO et al.,, 2014), mirtilos (BAMBACE et
al.,2019), e meldo (RUSSO et al., 2015).

Morangos ( Fragaria x ananassa Duch) séo frutos cultivados e apreciados em
variadas regides do mundo,sendo a espécie de maior expressdo econémica entre
as pequenas frutas. Entretanto, sdo altamente pereciveis, com alta atividade
fisiolégica pés-colheita, tornando sua comercializagdo desafiadora (BARROSO,
2018). Coberturascomestiveis sdo amplamente estudadas em funcéo de aumentar
a vida util de frutas(ASSIS & BRITO, 2014).

A quitosana, derivada da desacetilacdo da quitina, € um biopolimero com
propriedades antimicrobianas, bioatividade e biodegradabilidade, o que traz um
potencial para emprego como revestimento comestivel (JIANGLIAN & SHAOYING,
2013). Assim como a quitosana, o alginato apresenta fun¢des que permitem a sua
utilizacdo em alimentos. Para as biopackagings, o alginato € um dos compostos
naturais mais procurados para formacdo de biofilme. Isso se deve as suas
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e perfil ndo toxico
(CHERMAN et al., 2022).

Diante das propriedades da microencapsulagéo probidtica e a incorporacao
desses microrganismos benéficos em alimentos, a pesquisa objetiva avaliar os
padrdoes de qualidade de morangos (Fragaria x ananassa Duch) revestidos com
dupla camada de cobertura comestivel (alginato + quitosana) com a incorporagao

de Lactobacillus casei livre e microencapsulado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Morangos (Fragaria x ananassa Duch)

O morango € uma das frutas mais consumidas do mundo, resultando em um
volume de comércio muito alto entre varios paises. Fruto rico em vitaminas e
minerais, éconhecido pelo seu sabor, formato incomum e atraente aparéncia visual
(YOON et al., 2020; CHIOMENTO et al., 2021).

No Brasil, o0 morango Fragaria X ananassa Duch é a principal espécie
cultivada entre os pequenos frutos. Segundo os Ultimos dados publicados da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, o Brasil ocupa al7° posi¢ao entre os
maiores produtores de morango do mundo, sendo relatada uma area de 4.500
hectares (Ha), com producdo maior que 200.000 toneladas anualmente de
morangos (EMBRAPA, 2021).

Os principais estados brasileiros produtores de morango sédo Minas Gerais,
Rio Grande do Sul, Parana e Sao Paulo, que representam 87% de toda producéao
no Brasil (ANTUNES; REISSER & SCHWENGBER, 2016). Pernambuco (PE)
apresenta 0,05% da producgéo nacional. O favorecimento da floracéo e frutificacéo
€ considerado 6timo em temperaturas abaixo de 15°C. Essas condi¢des climaticas
sdo encontradas em PE nas regibes de Cachoeirinha, Caetés, Garanhuns,
Taquaritinga do Norte e Triunfo, com temperaturas minimas abaixo de 16° C nos
meses de julho a agosto (COELHO-JUNIOR, 2013).

Em relacdo as suas caracteristicas nutricionais e funcionais, 0 morango é
rico em acido ascorbico, riboflavina, piridoxina, niacina e minerais (magnésio,
manganés, calcio, ferro, fosforo e potassio). Quando consumido numa refei¢ao
balanceada, devido a presenca dos acidos malico, salicilico e citrico, promove o
aumento da sorcdo de ferro nos vegetais, ovos e carnes. E levemente laxativo e
diurético, possui quercetina, que tem a funcdo de neutralizar radicais livres
(BARKAOUI et al., 2021; PANOU; KARABAGIAS & RIGANAKOQOS, 2020).
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Cor e aroma sdo geralmente os principais atributos que atraem o0s
consumidores do fruto, assim como sua textura macia e sabor atrativo. Todavia, o
morango é um fruto delicado e tem uma vida pds-colheita muito curta, em razéo de
sua alta taxa respiratéria (ADAY et al., 2013). Estima-se que morango in natura tém
um prazo de validade entre 1 e 3 dias, havendo apds esse periodo, o crescimento
de fungos produtores de micotoxinas, dificultando armazenamento, transporte e
comercializacao desses frutos (SALEH; ABU-DIEYEH, 2021).

A sua alta susceptibilidade a contaminagéo em comparagdo com outros tipos
de frutas, ocorre principalmente devido a um baixo pH, uma elevada atividade de
agua, altos niveis de acucares, elevada taxa respiratéria e a presenca de um
epicarpo que pode ser facilmente rompido, favorecendo a proliferacdo de
microrganismos deteriorantes, principalmente fungos (LAFARGA et al., 2019).

Por esta razao, diferentes métodos séo sugeridos para aumentar a vida Util
dos morangos, como tratamento com &gua quente, embalagem em atmosfera
modificada, iradiacdo ultravioleta (UV). No entanto, essas técnicas podem
aumentar o custo de producdo e também impor um efeito negativo na cor, sabor,
aroma, textura da fruta e composicao nutricional (KHODAEI; HAMIDI-ESFAHANI;
RAHMATI,2021). Por essa razéo cada vez mais tem se investido e estudado formas
de revestimento comestivel pra frutos da alta perecibilidade, aumentando seu

tempo de pratileira (LIU et al., 2021).
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2.2 Revestimentos comestiveis a base de polissacarideos

Na industria de alimentos, filmes sintéticos sdo comumente utilizados, a exemplo do
o polietileno e polipropileno. Apesar da eficiéncia desses polimeros, razdes ambientais
associadas a novas tendéncias tecoldgicas tém trazido maiores questionamentos e
possibilidades mais sustentaveis para a industria de alimentos (SANTOS; PIZATO;
CORTEZ-VEGA, 2021). Mais de 90% das embalagens plasticas sdo acumuladas no meio
ambiente, enquanto menos de 5% dos plasticos séo reciclados, o que leva a um grave
impacto ambiental (ESPITIA et al., 2016).

Nos ultimos anos, os revestimentos comestiveis e biodegradaveis tém despertado
grande interesse em razdo da possibilidade do aumento da vida util de frutas, pois
apresentam vantagens de menor impacto ambiental e podem conferir propriedades
funcionais aos alimentos (HASAN; FERRENTINO; SCAMPICCHIO, 2020). Além disso,
guando produzidos com residuos industriais, contribuem com a economia circular e
preservacdo do meio ambiente, a citar a milhocina e os residuos de Oleos vegetais
(SANTOS; PIZATO; CORTEZ-VEGA, 2021).

Essa técnica sustentavel € capaz de estender a vida util de alimentos em geral,
havendo uma vasta gama de pesquisas envolvendo sua utilizacdo em frutas e hortalicas.
Os revestimentos comestiveis sdo capazes de proteger os alimentos da deterioracédo
natural, retardando a perda de umidade, reduzindo a taxa de respiracéo, preservando 0s
compostos volateis e reduzindo o crescimento microbiano. Devido a sua cor e sabor
neutros, polissacarideos sdo 0s principais componentes para a formulacdo de
revestimentos comestiveis (HASAN; FERRENTINO; SCAMPICCHIO, 2020).

Dentre as matrizes formadas por polissacarideos, tem-se o revestimento de
quitosana, classificada como segura pela Food and Drug Administration (FDA)
(FORTUNATI et al., 2017). Os revestimentos a base de quitosana sdo biocompativeis,
biodegradaveis, formadores de filme, antimicrobianos, antioxidantes e nao téxicos. As
vantagens da quitosana inclui seu custo baixo e seu uso como um aditivo alimentar
amplamente difundido mundialmente (TEZOTTO-ULIANA et al., 2014).
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A quitosana é um heteropolimero natural, amino catiénico, composto por unidades
B-1,4 D-glucosamina ligadas a residuos de N-acetilglucosamina, derivado da N-
desacetilacdo da quitina, denominacgéo usual para o polimero 3-(1-4) 2-acetamido-2-deoxi-
D-glicose (N-acetilglicosamina) (JIANG et al. 2021). Esse biopolimero pode ser obtido a partir
da carapaca de caranguejos e cascas de camardo, oriundas de residuos da industria
pesqueira. Existem limitagbes quanto a utilizacdo desse tipo de quitosana, tais como:
utilizacdo de solugbes alcalinas fortes para a desacetilacdo da quitina, podendo poluir o
meio ambiente (AMBAYE et al., 2022). A producéo de quitosana com biomassa micelial de
fungos € um processo facil e viavel. Aléem disso, ndo apresentam contaminacdo por
proteinas alergénicas, diferentemente da quitosana extraida da carapaca de crustaceos,
gue pode apresentar alto potencial alergénico nos individuos (DEY et al., 2021).

Com relacdo a sua estrutura quimica, a quitosana é um biopolimero do tipo
polissacaridico, com estrutura molecular quimicamente similar a celulose, diferenciando-se
somente nos grupos funcionais (AMBAYE et al., 2022). Os grupos hidroxil (OH) estao
dispostos na estrutura geral do carboidrato para a celulose e grupos amino (NH2) para a
guitosana. Além disso, a quitosana € um composto sollvel em meio acido diluido, formando
um polimero catiénico, com a protonacdo (adicdo de prétons) do grupo amino (NH3+)
(JIANG et al. 2021) (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica da quitosana

Comercialmente, a quitosana encontra-se disponivel em diferentes graus de pureza,
peso molecular e grau de desacetilacdo (JIANG et al. 2021). Além disso, ela pode ser aplicada
isoladamente ou combinada com outros biopolimeros, como amido, gelatina e alginatos, na
gual possibilita uma atmosfera modificada, proporcianando maior tempo de conservacao de
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hortifruticulas (ZHANG et al., 2021). Em uma revisdo sistemética foi possivel observar que o
revestimento comestivel com quitosana é eficaz no aumento de tempo de vida til de frutas,
tais quais: péssego, kiwi, goiaba e morangos (KUMARIHAMI et al., 2021).

A guitosana associada ao alginato pode potencializar propriedades antimicrobianas
do revestimento comestivel (NAIR et al., 2020). Esses revestimentos tém a capacidade
combinacdo com compostos bioativos, produzindo bioembalagens comestivies com
propriedades funcionais (NAIR; SAXENA; KAUR, 2018). A incorporacdo desses
componentes funcionais € uma técnica promissora, influenciando de maneira positiva a

comercializac8o e conservacéo de produtos alimenticios (ALKAN;YEMENICIOGLU,2016).
2.3 Revestimento comestivel de alginato e quitosana e suas aplicacfes

O alginato ou acido alginico, é um polissacarideo natural, aniénico, ndo toxico e
biodegradavel (NOOSHKAM; VARIDA; ALKOBEISIS, 2022). Esse polimero é constituido
por duas unidades monomeéricas, o acido 8-D-Maurbnico e acido a-L-Gulurénico, ligados de
forma linear por ligacBes glicosidicas a (1,4). O acido alginico pode ser encontrado nas
paredes celulares de algas marinhas marrons, sendo observado em todas as espécies
de Phaeophyceae. Além disso, pode ser sintetizado por bactérias como Pseudomonas
spp. e Azotobacter vinelandii, como uma mucilagem extracelular, diferindo do &cido alginico

presente nas algas apenas por ser mais acetilado (LOPES et al., 2020; DU et al., 2021).
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Figura 2- Estrutura quimica alginato de sédio
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Devido a sua capacidade de formar hidrogel, o alginato € conhecido como
estabilizador emulsificante desde sua descoberta em 1881, pelo quimico birtanico Stanford
(NOOSHKAM; VARIDA; ALKOBEISIS, 2022). Apés a concesséo da patente de extracdo
de alginato de algas na década de 1930, o alginato foi extraido em larga escala de algas
marrons (Phaeophyceae sp.) como Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria
japonica , Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera (KUMAR et al., 2019).

Empresas em todo o mundo, como China Seaweed Industrial Association, Degussa
Texturant Systems (Alemanha), FMC Bio Polymer (EUA) e Kimitsu Chemicallndustries Co.
Ltda (Japéo) tém extraido o alginato em grande escala (RAUS; NAWAWI; NASARUDDIN,
2021). Em razéo das suas propriedades tecnoldgicas Unicas, houve um grande interesse
na exploragdo desse biopolimero para o desenvolvimento de produtos alimenticios
funcionais, gracas as suas propriedades de espessamento, gelificacdo e formacéo de
biofilme (CHING; BANSAL; BHANDARI, 2018).

A propriedade de formar biofilmes com alginato traz uma alternativa sustentavel para
o desenvolvimento de revestimentos comestiveis (NAIR et al., 2020). Esses revestimentos
tém menor permeabilidade para gorduras, 6leos e oxigénio, que favorece a manutencéo
dos compostos aroméaticos e aumenta o tempo de prateleira de alimentos como frutas e
vegetais (SINGH; BAISTHAKUR; YEMUL; SYNTHESIS, 2020). O desenvolvimento de
revestimentos vem sendo explorado por alguns estudos (BAMBACE et al., 2021; KUMAR,
B. V.; VIJAYENDRA, S. V. N; REDDY, 2015).

Apesar das vantagens de utilizacao do alginato na formacgéao de biofilmes funcionais,
sua baixa estabilidade mecénica pode ocasionar a distor¢éo da estrutura do arcabouco da
substancia revestida (NAIR etal.,, 2020). Estudos relatam que a utilizacdo apenas do
alginato de sédio sem aditivos apresenta isolamento bacteriano deficiente, em razéo da sua
alta porosidade (FRAKOLAKI et al., 2021; BAMBACE et al. , 2019).

A capacidade do alginato de gelificar apés ter contato com ions divalentes, como o
cloreto de calcio, permite a associa¢ao cadeia-cadeia que constitui o chamado “modelo de
caixa de ovo” entre quatro residuos de L-gluconico. Isto causa o aprisionamento de
substancias, tornando o alginato apropriado para a microencapsulacdo de bactérias
probidticas, reduzindo a sua porosidade para conservacdo da substancia estudada
(RATHER et al., 2017).
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A quitosana, por outro lado, pode proporcionar uma melhoria nas propriedades
mecanicas quando associada ao alginato, ao mesmo tempo em que confere propriedades
antibacterianas adicionais (NAIR et al., 2020). As interacdes eletrostaticas  entre
o alginato de sodio polianibnico e quitosana policatibnica os tornam altamente
biocompativeis para a producdo de filmes poliméricos estaveis. Essa interacdo
eletrostatica é causada por —NH 3+ na quitosana e —COO - no alginato de soédio,
formando um polimero branco e insolivel (ARNON-RIPS; POVERENOV, 2018).

Tendo em vista as diversas aplicabilidades do alginato e quitosana em alimentos,
nos topicos seguintes serdo abordados a utilizacdo de probidticos nessa matriz alimentar,
proporcionando resultados ainda mais promissores no aumento de vida util de alimentos e

na incorporacao de compostos funcionais (FRAKOLAKI et al., 2021).

2.4 Probioéticos

A palavra 'probiético’ é derivada do latim 'pro’ (para) e da palavra grega 'bios' (vida),
portanto, significando ‘para a vida'. Em 2001, a Organizagdo Mundial da Saude e a
Organizacao das Nag¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura(OMS/FAQ) trouxeram
modificacdes na definicdo de probidticos, definindo-os como "microrganismos vivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferemum beneficio a saude dos
hospedeiros” (FAO/OMS, 2002).

De acordo com a Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos ePrebibticos
(ISAPP, 2020), os probioticos devem atender critérios minimos para serem incluidos nesta
categoria, tais como: informacgbes suficientes sobre género, espécie e identidade de
linhagem; ser nomeado usando uma nomenclatura cientificamente aceita; propriedades
benéfica e colecdo internacional de -cultura; saude validadas por pelo menos um
estudo em humanos (SWANSON et al., 2020). Além disso, um produto contendo probidticos
deve fornecer nivel suficiente de microorganismos vivos para trazer um beneficio de saude
até sua data de validade (PLAZA-DIAZ et al., 2019).

Ao longo dos anos, foi se reconhecendo que a interacdo simbidtica entre os
probidticos e 0 Homem é de natureza complexa e tem impacto na fisiologia humana (BUTEL,
2014). Por essa razéo, a utilizacdo de microrganismos vivos para manutencao da saude tem
conduzido a um interesse crescente, tanto no dominioda prevencdo comono tratamento de

20


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sodium-alginate
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224421003447?casa_token=8xxaaBnIeaQAAAAA%3ArXy4qHh94zKwt_AzVMr1_5atb73unshAALXJtqReAj96w6BuEuyK92gd-LvCHyaB39uVNbs6ZYZA&bib43
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224421003447?casa_token=8xxaaBnIeaQAAAAA%3ArXy4qHh94zKwt_AzVMr1_5atb73unshAALXJtqReAj96w6BuEuyK92gd-LvCHyaB39uVNbs6ZYZA&bib60

doencas especificas, agindo em conjunto para produzir processos e efeitos fisiol6gicos
benéficos para ambas as partes (BUTLER; CRYAN; DINAN, 2019).

Os probidticos atuam na manutencdo da integridade intestinal, através da
capacidade de producdo de muco, aumento da expressao de genes codificadores das
proteinas de juncéo e a estimulo a producédo de defensinas. Todas estas a¢cGesdificultam a
disrupcéo da barreira intestinal, promovendo a sua integridade e trofismo (LANGDON et al.,
2016). Também sdo capazes de proteger o hospedeiro de agentes patogénicos por
exclusdo competitiva e producédo de substancias antimicrobianas (SANDERS et al.,2010;
LAU; CHAMBERLAIN, 2016).

A literatura também relata propriedades anticancer aos probiéticos,particularmente
os lactobacilos e bifidobactérias, capazes de induzir ao aumento da apoptose das células
cancerosas e producédo de substancias protetoras contra o estresse oxidativo (ORLANDO;
LINSALATA; RUSSO, 2016). Essa acdo anticancerosa € vista com maior frequéncia na
reducdo do risco de cancer colorretal, porque esses microrganismos benéficos influenciam
diretamente o intestino e a area do colon, podendo regular a formacao do tumor, com
atividades antiproliferativas e apoptoticas nas células intestinais (BADGELEY et al., 2020).
Efeitos metabdlicos também podem ser proporcionados com a suplementacéo
probidtica, tornando possivel melhorar fatores de risco cardiovascular, como a reducéo do
colesterol total (CT), reducao do colesterol LDL(LDL) e os triglicerideos (TAG) (GADALHA et
al., 2019). Durante a suplementacao de probidticos, ocorrem mecanismos de menor absorcao
de godura e maior excrecao docolesterol nas fezes (AHN et al., 2015).

Dentre os principais géneros de bactérias com atividades funcionais comprovadas,
tem-se as bactérias &cido lacticas (BAL), que ja sdo bastante difundidas na industria
alimenticia (REQUE et al., 2021). A ANVISA (2018) considera lactobacilos com atividade
probidtica as espécies: Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus reuteri, Lactobaccilus acidophilus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus reuteri, reconhecidos como linhagens autorizadas para a suplementagédo em
individuos. Seu uso em alimentos tem sido bastante documentado na literatura, em virtude
dosseus beneficios associados a satde (GARCIA et al., 2019 ; SHAO et al., 2021).
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O uso de alimentos como transportadores de probidticos ajudam a proteger o
probidtico das condic¢des de estresse do TGI. Por esse motivo, a incorporacao de probidticos
a produtos alimenticios tem aumentado significativamente (SHIGEMATSU et al., 2018).
Microrganismos com atividade funcional podem ser veiculados dentro de matrizes
comestiveis usadas na industria de alimentos. O desenvolvimento de revestimentos
comestiveis como veiculos de probidticos destinados a embalagens de alimentos com
atividade funcional se apresenta comouma técnologia emergente (SIROLI et al., 2015).

A incorporacdo de probidticos em matrizes poliméricas para desenvolver
revestimentos com propriedades bioativas € uma medida alternativa para controlar
microorganismos patogénicos e aumentar a seguranca alimentar (ESPITIA et al., 2016).
Embora os filmes e revestimentos comestiveis com propriedades probidticasndo substituam
uma embalagem externa, a funcdo protetora dos revestimentos reduz as taxas de
transferéncia de umidade, além das propriedades antimicrobianas produzidas pelo
probidtico, impactando de maneira positiva no produto (PEREIRA et al., 2016a).

Revestimentos funcionais contendo compostos probiéticos e prebidticos foram
aplicados com sucesso em mirtilos in natura (BAMBACE et al., 2019) macas minimamente
processadas (MOREIRA et al., 2015) para o desenvolvimento de produtos nédo lacteos. No
entanto, ndo foram encontrados na literatura relatos descrevendo o impacto no processo de
digestdo gastrointestinal nos componentes funcionais de frutas revestidas enriquecidas com

probidticos, além das suas alteracdes nos parametros de qualidade desses produtos.
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2.5 Microencapsulacéo probiética

A microencapsulacdo € um processo no qual compostos funcionais sao
incorporados em uma matriz encapsulante que tem como objetivo principal protegé-los
da degradacdo por fatores de estresse ambiental, além de liberd-los em taxas
controladas sob condi¢des particulares no trato gastrointestinal (RADDATZ et al., 2022).
A finalidade da técnica de microencapsulacao de probioticos é protegé-los do baixo pH
gastrico, sais biliares e demais constituintes encontrados no trato gastrointestinal (TGI).
Além disso, traz vantagens no processamento térmico realizado, tornando viavel a cepa
probiética por maiores periodos (SHORI, 2017b; VIVEK et al., 2011).

Uma microcapsula compreende uma membrana semipermeavel ou nao
permedvel, esférica, fina e forte envolvendo um nucleo soélido e liquido, com diametro
muito pequeno variando entre alguns microns e 1 mm (RADDATZ et al.; ELVAN, 2022).
Materiais de encapsulamento sdo geralmente reconhecidos como ingredientes seguros
gue podem ser usados em aplicacdes alimenticias. Polimeros de qualidade alimentar,
como alginato, quitosana, carboximetilcelulose, goma xantana, amido, carragenina,
gelatina e pectina, sdo largamente aplicadas usando diferentes técnicas de
microencapsulagéo, preservando compostos bioativos (ELVAN et al., 2022)

Vérias técnicas de encapsulacdo, como secagem por pulverizacao, emulsificacao,
extrusdo, eletrospray, liofilizacdo e gelificacdo ibnica sdo atualmente usadas para
produzir formulacdes probiéticas (RADDATZ et al, 2022). Antes da implementacéo, €
necessario selecionar a estratégia de encapsulamento apropriada com base nas
espécies probioticas, pois diferentes espécies tém diferentes niveis de sensibilidade as
condicbes ambientais (HASHIM et al, 2022; ELVAN et al., 2022). As técnicas devem
consistir num processo ndo agressivo com a utilizagdo de solventes ndo toxicos para
manter a viabilidade durante o processo de encapsulamento (ELVAN et al., 2022).

O alginato é um polimero natural aplicado com sucesso na microencapsulagéo de
bactérias probidticas (POPOVIC et al., 2021). No entanto, para atender a muitas
demandas de um encapsulamento de probiéticos mais eficaz, diferentes técnicas séo
aplicadas para aumentar a resisténcia desses microrganismos sensiveis contra
condi¢des gastrointestinais, incluindo a incorporagdo na matriz polimérica de quitosana

(POPOVIC etal.; HASHIM et al., 2022). Quando o alginato de sédio contendo suspensio
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de células probiotcas é derramada em uma solucdo de cloreto de célcio, os ions
interagem entre si para formar um complexo que leva a formacéo das microcapsulas por
gelificac&o ionica (SHORI, 2017; LI et al., 2023).

Polimeros catibnicos como a quitosana podem formar géis com alginato de sodio
(contraions anidnicos multivalentes néo toxicos) por reticulacdo idnica (REQUE etal.,
2021; SHORI, 2017b). O revestimento de microcapsulas de alginato com quitosana tem
um efeito significativo na estabilidade dos granulos de alginato e, portanto, aumentaa
taxa de sobrevivéncia probiética, diminuindo a porosidade dos granulos de alginato e

reduzindo o vazamento dos probioticos encapsulados (REQUE et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os padrdes de qualidade de morangos (Fragaria x ananassa Duch)
revestidos com cobertura comestivel de quitosana fangica comercial com a
incorporacdo de Lactobacillus casei em alginato de calcio de forma livre e

microencapsulada.

3.20bjetivos especificos

e Produzir microcipsulas probiodticas de Lactobacillus casei em alginato de

célcio e quitosana fungica;

e Verificar a eficiéncia e a viabilidade probiética das microcapsulas de L. casei

durante o armazenamento;

e Caracterizar estruturalmente as microcapsulas probioticas de L. casei;

e Desenvolver revestimentos comestiveis a base de quitosana com a
incorporacao de L. casei livre e microencapsulado;

e Aplicar revestimentos comestivies probiéticos em morangos (Fragaria
xananassa Duch) e realizar analises de qualidade fisico-quimica

durante o periodo de armazenamento.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiais e Métodos

A quitosana fungica utilizada foi extraida de Aspergillus niger ndo modificado
geneticamente, cedida pela Chibio® (China), com grau de desacetilagdo de 85 +5
% e baixo peso molar (80 + 10 KDa). A cepa de Lactobacillus casei LC03 FL 170-
20 (DSM 27537, PROBIOTICAL®) foi gentilmente cedida pelo departamento de
engenharia de alimentos (UFPE/Recife). As demais substancias utilizadas foram
adquiridas através de fontes comerciais.

Os morangos utilizados foram adquiridos no Centro de abastecimento e
logistica de Pernambuco (CEASA/PE) e transportados para o Laboratério de
Microbiologia Aplicada, Centro de Ciéncias da Saude, Campus Recife, onde sera
realizado seu processamento. Os frutos foram selecionados quanto a auséncia de
defeitos fisiologicos, tamanho e cor (>75% da superficie de coloracéo vermelha). A
sépala e o pedicelo foram cortados para a lavagem e higienizacao foi realizada com
hipoclorito de s6dio(1% v/v) durante 15 minutos, com posteior lavagem com agua
potavel (BARROSO, 2018).

4.2 Preparo da suspensdao de células bacterianas

As células probidticas foram inoculadas em 9 mL de caldo de Man, Rogosa e
Sharpe (MRS) (Oxoid, Melbourne, Austrélia) e incubadas a 37°C por 24 horas sob
condi¢gBes anaerdbicas. Passado as 24h, as céulas foram centrifugadas a 6000g por 15
minuto e o pellet foi lavado duas vezes com solucao salina estéril (NaCl 0,85% p/v). Por
fim, as células foram suspensas em 5mL de solucdo salina estéril para obtencdo da
suspensao celular padrdo. A padronizacao foi por leitura em densidade 6ptica (DO) a 660
nm da suspenséo das células para 1,8 que equivale a uma contagem de células viaveis
de aproximadamente 10° UFC/mL (LOPES et al., 2020). As suspensdes de células foram

usadas nos ensaioscomo células livres ou submetidas a microencapsulacao.
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4.3 Preparo e caracterizacdo das microcapsulas

4.3.1 Técnica de gelificacdo ibnica externa

As microcapsulas foram elaboradas seguindo a metodologia de Lopes et al.
(2020), com adaptacbes. Vale ressaltar que as microcapsulas foram divididas em 2
grupos: Microcapsula alginato- L. casei (MALG) (grupo controle) e microcapsulas
alginato-L. Casei- quitosana fungica (MAQF) (grupo experimental). Inicialmente, as
células suspensas foram misturadas com 55 mL de solucéo estéril de alginato de sédio
(3% p/v) por 5 minutos, em agitador magnético na velocidade 2000 rpm. Em seguida,
Essas suspensdes foram colocadas em umencapsulador e injetadas em uma solugéo de
CaClz2 0,5mol/mL e agitadas por 40 minutos e posterior repouso de 30 minutos para
sedimentacdo. ApoOs esse periodo, as microcapsulas foram filtradas com papel filtro
estéril, lavadas com 4gua destilada estéril e armazenadas com adicdo de agua destilada
estéril para que permanececem umidas.

Para o grupo MAQF, as microcdpsulas foram adicionadas a uma solucdo de
quitosana fungica diluida em acido latico estéril (1%), ajustada em pH 5,7- 6 com
hidréxido de so6dio (0,1mol/L). As microcapsulas foram adicionadas a solucdo de
quitosana, onde para cada 1g de microcapsulas foi adicionada 10mL de solucédo de
quitosana, ficando sob agitacdo de 2000 rpm durante 15 minutos. Apds término da
agitacdo, as microcapsulas foram novamente filtradas, lavadas e secas em papel filtro,
sendo armazendas em tubos do tipo Falcon com 4gua destilada esterelizada.

4.3.2 Caracterizacao das microcapsulas

A morfologia das microparticulas foi avaliada por microscopia Optica Leica DM 500
microscope (Leica, Heerbrugg, Switzerland) com camera Leica ICC50 acoplada, com
aumento de 10x. A microestrutura das microparticulas probioticas foram avaliadas por

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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As microparticulas (0,1g) foram liofilizadas em criotubos contendo 1mL de uma
solucéo do crioprotetor Skimmed Milk estéril (Acumedia, EUA) na concentracdo de 10%.
As amostras foram congeladas no mesmo dia em que foram produzidas a -80 °C por 24
h. Os criotubos foram submetidos ao processo de liofilizagdo (modelo L-101, Liotop, Sao
Carlos, Brazil) e retirados 48 horas depois. As amostras de MALG e MAQF foram

embaladas a vacuo e armazenadas (LOPES et al., 2020).

Para realizacdo do MEV, as microcapsulas foram depositadas sobre uma fita
adesiva comercial com revestimento duplo e fixadas a um stub. Em seguida, as amostras
foram revestidas com ouro em um Sputter Coater (SCD 050, Bal-Tec, Wetzlar,
Alemanha). Antes da secagem em ponto critico, as amostras foram transferidas para
capsulas microporosas. As amostras foram visualizadas com um MEV (Quanta 250,
Thermo FisherScientific-FEI, Waltham, MA, EUA) a uma tenséo de aceleracéo de 15 kV
(BERGER et al., 2020).

4.4Eficiéncia de encapsulacédo probidticado L. casei LC0O3 FL 170-20

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi realizada conforme proposto por
Apiwattanasiri et al. (2022). Para isso, 1g de microparticulas probiéticas (MALG, MAQF),
separadamente, foram adicionadas em 1 mL de solucao salina estéril (NaCl 0,85% p/v)
e agitadas com solucéo de citrato de sodio (1%) em agitador magnético por 10 minutos
para quebra das microparticulas. Em seguida, as amostras foram submetidas a diluicdo
seriada (10 -1 a 10 -8) em solucao salina estéril. Posteriormente, 100 uL de cada diluicdo
foi plagueada em duplicata sobre 4gar MRS. As placas foram incubadas por 48h a 37 °C
em anaerobiose (Anaerobic System Anaerogen, Oxoid) e submetidas a contagem do
namero de colbnias formadas.

Os resultados foram expressos em log UFC/mL. Esta metodologia foi utilizada para
todas as analises subsequentes de viabilidade de L. casei. A eficiénciade encapsulacao
(EE) foi calculada como segue:

EE = (N/NO) X 100.
Onde, N é o numero de células aprisionadas e libertadas das microparticulas, e

NO é o numero de células adicionadas a solugéo de alginato de sédio durante a producao

das microparticulas.
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4.5Viabilidade do L. casei LCO3 FL 170-20 microencapsulado durante

armazenamento

A avaliacao da viabilidade de L. casei LC0O3 FL 170-20 livres e em microparticulas
umidas foram realizadas de acordo com Lopes (2020). As células livres, MALG e MAQF
foram armazenadas de forma individualizada em tubos falcon contendo agua destilada
estéril a 7 °C e a viabilidade celular foi avaliada nos dias 0, 7, 14, 21 e 28.

Para determinar a contagem de células viaveis, foi utilizado 100 yL das células
livres padronizadas (DO:1,8) em &gua destilada; e 1g das MALG e MAQF que foram
separadas e filtradas para posterior quebra.

As microparticulas foram agitadas em agitador magnético com solucéo de citrato
de sodio (1%) por 10 minutos para quebra das microparticulas. As amostras foram
submetidas a diluicdo seriada (102 a 10®) em solugdo salina estéril e a contagem de
células viaveis foi realizada de acordo com metodologia descrita anteriormente, no inicio

do topico. Os resultados foram expressos em log UFC/mL.
4.6 Preparacao da cobertura comestivel

Para melhor aproveitamento e protecao dos probioticos, além do aprimoramento
na conservacao dos produtos desenvolvidos, foi produzido um revestimento comestivelem
dupla camada, conhecido como layer-by-layer (LBL), baseado na metodologia de Hiraet al.
(2022), com modificacdes.

A cepa de L. casei LC03 FL 170-20 foi adicionada no revestimento comestivel de

forma livre e microencapsulada. No caso da cepa livre, o in6culo foi padronizado emuma

concentracdo celular de 109 UFC /mL. Para isso, as células bacterianas foram
centrifugadas a 6000g por 15 minuto a 4°C e o pellet foi lavado duas vezes com solucao
salina esteéril (NaCl 0,85% p/v). As microcapsulas probidticas seguiram a mesma
metodologia de producdo por gelificacdo i6nica citadas no topico 4.1.1, sendo
subdivididas em MALG (microcapsulas alginato) e MAQF (microcdpsulas alginato +

guitosana fungica).
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A suspenséo celular livre (100 pL) e as microcapsulas (1g) foram incorporadas,
separadamente, em 50 mL de uma solucéo estéril (121 °C por 15 min) de alginato de
sodio a 3%, previamente diluido em agua destilada (p/v) (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA),
que ir4 consistir no primeiro revestimento do fruto.

A quitosana foi diluida em &cido latico (1%) em uma concentragdo de 5 mg/ml,
mantida sob agitacdo por 12 horas. O pH final da solucao foi ajustado para 6, utilizando
NaOH (3%) (SHAHBAZI et al., 2018). Vale ressaltar que a quitosana sera a 2° camada da
cobertura comestivel, que seguira a metodologia layer-by-layer.

4.7Aplicacdo da cobertura comestivel alginato-Lactobacillus casei-

guitosana nos morangos

Para melhor aproveitamento e protecdo dos probidticos, foi realizada aplicacdo de
dupla camada de cobertura comestivel nos morangos. A primeira camada consistiu na
solucéo de alginato de sddio-L. casei LC03 FL 170-20, onde os morangos ficaram imersos
por 3 minutos na solucéo e secos por 30 minutos em tempertura de 25 * 3°C. Vale ressaltar
gue o alginato de sédio foi diluido a 3% em agua destilada estéril (BAMBACE et al., 2019;
WANG et al., 2019). Para os morangos que tiveram duas camadas de revestimento, a
segunda camada consistiu no gel de quitosana (5 mg/ml), em queos morangos foram
imersos durante 3 minutos e deixados para secar por 30minutos na temperatura de 25 + 3°C
(SHAHBAZI et al., 2018).

Foram realizados no total 4 tratamentos. RCAQL : revestimento comestivel alginato-
guitosana e L. casei livre; RCAQM: revestimento comestivel alginato-quitosana e L casei
microencapsulado; Glicerol 1%: revestimento comestivel de glicerol 1%; Controle, em que
nao foi realizada aplicacao de revestimento comestivel nos morangos (Figura 3). Para cada
grupo, foram utilizados 20 morangos, totalizando 80 morangos ao final do experimento. Os
morangos foram armazenados por 12 dias sob temperatura refrigerada controlada (7° C),

utilizando uma B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand).
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Figura 3 - Esquema para os diferentes tratamentos com 0s revestimentos comestiveis probioticos.

Morango in natura (Fragaria X
ananassa Duch)

(CONTROLE)*

> N m) —
\ ” EE !E ‘ ’ GLYCEROL
. Lactobacillus casei LC03 FL 170-20 Glicerol 1%

Lactobacillus casei LCO3 FL 170-20 Alginato de sédio (cobertura  Quitosana fingica comercial
(LIVRE) comestivel) (cobertura comestivel) (MICROENCAPSULADO)
(RcAQL)*

(GLICEROL 1%)*

(RCACM)*

* RCAQL: Morangos com revestimento comestivel alginato quitosana L. casei livre * RCAQM: Morangos com revestimento comestivel alginato
quitosana L. casei microencpasulado * Controle: Morangos sem revestimento * Glicerol: Morangos revestidos com glicerol 1%.



4.8 Analises fisico-quimicas nos morangos revestidos

Durante o periodo de armazenamento, foram realizadas analises fisico-quimicas a
cada 3 dias (0, 3, 6, 9,12) nos moragos, de acordo com normas preconizadas pela AOAC

(2012). Cabe ressaltar que a analise de cor foi realizada no DO e D14.

4.8.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado por aquecimento dos frutos em estufaa 70° C

por 24 horas até a obtencdo de massa seca (Método 934.06).

48.2 pH

A amostra foi diluida em agua destilada e o pH foi determinado por pHmetro digital
da marca MICRONAL B474 (Método 981.12).

4.8.3 Acidez total e titulavel
A amostra diluida em agua destilada foi acrescida do indicador fenoftaleina. A acidez
total titulavel foi determinada por meio da titulagdo com solu¢do de NaOH 0,1N,seguida da

determinacao do ponto de viragem em pH 8,2 utilizando um pHmetro digital (MICRONAL

B474) (Método 920.149). Os resultados foram expressos em percentual de acido citrico.

4.8.4 Solidos sollveis

Foram determinados por meio da leitura em refratdmetro de bancada modelo

MODEI laus JENA, com os resultados expressos em °Brix (Métod0932.12).
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4.8.5 Evolucéao da cor

A cor dos morangos foi medida em 3 diferentes posicées da fruta com o
SistemaCIlELab (L*, a*e b*), utilizando um colorimetro (MINOLTA Co.,Osaka, Japao)
que calcula a cor do espectro de reflectancia. O parametro L* esta associado a
luminosidade das amostras, a coordenada cromatica a* esta associada a dimensao
verde-vermelho e a coordenada cromatica b* esta associada a dimensdo azul-
amarelo. Tais valores foram utilizados para calcular o &ngulo Hue ou tonalidade (h° =
arctan [b*/a*]), onde 0° = vermelho-roxo; 90° = amarelo; 180° = verde-azulado e 270°
= azul e o Croma (C* = [a*2+ b*2] 1/2), indicando a intensidade ou saturacdo da
coloracédo (CONTI;MINAMI; TAVARES, 2002).

4.8.6 Perdade peso

A perda de peso foi medida durante todo o intervalo de tempo de
armazenamento dos morangos e calculada de acordo com o preconizado por Meng
et al.(2008). Os morangos serédo pesados no dia da aplicacdo das coberturas e a
cada 3 dias,seguindo o mesmo periodo determinado para asdemais analises fisico-
guimicas. O resultado foi calculado com a base nopercentual de perda de peso em

relacéo ao peso inicial das frutas (peso referente ao dia da aplicacdo da cobertura).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das microparticulas probidticas

As imagens de microscopia Optica mostram as microparticulas (MALG e MAQF)
integras, esféricas e uniformes, bem como dispersas sem aglomeracdo (Figura 4). O
revestimento de quitosana na microparticula de alginato-quitosana (MAQF) resultou em
uma estrutura menos porosa e mais estavel em comparacdo a MALG. As microcapsulas,
gue foram observadas em sua forma Umida, apresentaram diametros em 500-800um, o
que se demonstra semelhante aos diametros observados na literatura (LOPES et al.;
WANG et al. 2022b, TA et al., 2021; TARIFA et al., 2021).

Com relacao a média de didametros das microparticulas, para MALG, foi visualizado
uma média de 526um + 29,69 e para MAQF 795 um £ 19. O revestimento de quitosana
(MAQF) aumentou em 51% o tamanho da microcdpsula, pois ocorreu a complexacdo de
polieletrolitos de uma fina camada de quitosana nas microcapsulas, resultando numa faixa
de tamanho micrométrico estimada e sem aumentos expressivos (TA et al., 2021).

Deve-se notar que houve um maior didmetro das particulas MAQF quando
comparadas a MALG, que pode ter ocorrido enquanto as microparticulas de alginato
foram agitadas na solucéo de quitosana fungica para o processo de revestimento; iSso
pode ser atribuido as condicbes de pH da solucdo de quitosana (pH 5,6—-6), que foi
observado semelhantemente em Ta et al. (2021), em que as microcapsulas revestidas
com quitosana se apresentaram com tamanhos maiores.

O revestimento de quitosana diminuiu a permeabilidade do alginato, fornecendo
uma superficie uniforme e espessa, resultando em uma microparticula mais compacta e
mais densa (VAZIRI; ALEMZADEH; VOSSOUGHI, 2018). Portanto, a quitosana foi capaz
de cobrir as porosidades da capsula de alginato, o que pode ter aumentado a protecéo
da cultura probidtica (LOPES et al., 2020).
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A microestrutura das microcipsulas probidticas foram observadas pela
microscopia eletrénica de varredura, com as microparticulas liofifilizadas conforme figura
5. As micrografias demonstram que as microcapsulas apresentaram formatos e
ultraestrutura superficial diferentes. Na figura 5A, pode-se observar uma microcipsula
com morfologia bacilar e com superficie muito enrugada. Por outro lado, na figura 5B
observa-se uma microcapsula circular e superficie lisa.

Em um estudo de Zaeim et al. (2020), em que foi realizado a microencapsulacao
de Lactobacillus plantarum com alginato de sédio e quitosana, observou-se uma leve
rugosidade da rede alginato de célcio e probiotico, o que foi diferente quando adicionado
a quitosana na rede, tornando as microcdpsulas com estrutura mais lisa na superficie.
Esse fato foi atribuido a uma competicdo entre as moléculas de quitosana e 0s ions
Ca 2* para se ligarem as moléculas de alginato na solucgédo coletora do procedimento de

estagio Unico, igualmente visto por Lopes et al. (2020).

Figura 4 - Microscopia Optica das microparticulas com aumento de 10x. Sendo
foto 1 (a) o grupo MALG e foto 2 (b) grupo MAQF.

547,003 ym

782,346 ym

Fonte: Prépria autora
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Figura 5 - Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) das microparticulas com aumento de 500x: a)
microparticulas de alginato liofilizadas (MALG) b) microparticulas de alginato revestidas de quitosana fungica
liofilizadas (MAQF).

Fonte: Prépria autora
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5.2Eficiéncia de encapsulacao L. casei LCO3 FL 170-20

Os resultados da média de eficiencia de microencapsulacdo probidtica foi
resultante de trés ensaios realizados e encontra-se na tabela 1, onde, MALG e MAQF
apresentaram contagens antes do encapsulamento (probidtico livre) de 8,89 logUFC/mL.
ApoOs a encapsulacao, esse resultado reduziu pra 8,02 UFC/mL (MALG) e 8,07 UFC/mL
(MAQF), com reducdes de células probidticas muito semelhantes.

As microcapsulas revestidas com quitosana tiveram uma reducdo de células
probidticas muito préximas quando comparadas as microcapsulas apenas com alginato.
Desta forma, a cobertura de quitosana fangica néo trouxe uma influéncia negativa na
sobrevivéncia o L. casei LC03 FL 170-20. Para os valores médios da eficiéncia de
microencapsulacao, foi observada uma média de eficiéncia de 90,2% e 90,7% para MALG
e MAQF, respectivamente.

Tabela 1 - Contagem (logUFC/mL) de células viaveis antes e apds a microencapsulacdo de L.
casei LCO3 FL 170-20 e a eficiéncia de encapsulacao

Contagem de células viaveis (log UFC/mL)

Tipos de N°de células N° de células EE%
microparticulas iniciais microencapsuladas
MALG 8,89 (x0,41) 8,02 (+0,28) 90,2
MAQF 8,89 (x0,41) 90,7
8,07 (£0,21)

MALG: microparticulas de alginato; MAQF: microparticulas de alginato revestida de quitosana flngica com
concentracdo de 0,5%; EE%: eficiéncia de microencapsulacdo. Os valores expressos foram calculados
através da média e desvido padrédo resultantes de trés ensaios realizados independentes

A técnica de gelificacdo ibnica ndo contribuiu para grandes perdas probidticas
durante a microencapsulacdo. Uma revisdo sistematica atual concluiu que a técnica de
extrusdo diminuiu a destruigéo celular e aumentou a eficiéncia do encapsulamento, porém,
a formacéo lenta e o tamanho grande das microcapsulas nao as torna viaveis para o uso na
industria alimenticia (NEZAMDOOST-SANI et al., 2023).
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A inclusdo de compostos polissacaridicos na matriz de revestimento da
encapsulacdo leva a uma maior eficiéncia de encapsulamento, segundo (WANG et al.,
2022a). Em geral, € possivel verificar resultados benéficos na microencapsulacdo quando
se considera uma selecédo adequada da cepa probidtica, devendo ocorrer a observacao dos
fatores estressores que afetam a capacidade de sobrevivéncia dos probiéticos e a selecao
de um hidrogel adequado para realizacdo do encapsulamento (TARIFA et al., 2021).

Um estudo realizado com o Lactobacillus plantarum PTCC 1058 evidenciou que a
producdo de microcapsulas probidticas com alginato-quitosana-tripolifosfato de soédio
contribuiu para maior eficiéncia de encapsulacéo, estimada em 97% (DEHKORDI et al.,
2020). Além disso, a pesquisa também trouxe que a quitosana foi capaz de prolongar a
viabilidade probidtica, gerando uma microcapsula menos porosa (DEHKORDI et al., 2020).

5.3 Viabilidade de L. casei LC0O3 FL 170-20 microencapsulado durante o
armazenamento refrigerado

A Tabela 2 apresenta a viabilidade de L. casei LC0O3 FL 170-20 livre e
microencapsulado (MALG e MAQF) durante o armazenamento refrigerado (7 °C) por 28
dias. A cepa em sua forma livre apresentou ao final de 28 dias de armazenamento uma
reducdo de 1,65 log UFC/mL. No mesmo periodo, L. casei microencapsulado mostrou
uma menor sobrevivéncia, com uma reducéo de 2,07 log UFC/mL para MALG até o fim
do armazenamento. Para MAQF, houve uma reducao de 1,94 log UFC/mL, notando uma
viabilidade durante o armazenamento superior quando comparada MALG.

Apesar da técnica de microencpasulacao ser adequada para fabricagcdo de um
sistema de nano/microcapsulacdo com aumento da preservabilidade e a liberacéo
controlada de probioticos, durante o processamento, as cepas livres ficam sujeitas a
fatores estressantes, como a agitagdo mecéanica e mudancas de temperaturas durante o
tratamento (VIVEK et al.,, 2022). As microcapsulas criadas por coacervagao tém
excelentes propriedades de liberacdo controlada (retardo da taxa de liberacéo), que séo

modificadas por mudancas na forca idnica, pH e temperatura (YONG et al., 2020)
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O revestimento de quitosana na microparticula de alginato-quitosana (MAQF)
promoveu uma maior protecdo ao probidtico durante os 28 dias de armazenamento,
mostrado-se positivo para o armazenamento em maiores periodos. Além disso, estudos
trazem que as microcapsulas revestidas com quitosana apresentam maior eficiéncia de
encapsulamento do que aquelas sem revestimento com quitosana, de acordo com Shori
(2017) e Yong et al. (2020).

Um das grandes razdes para melhorar a viabilidade probiética € que o
revestimento de quitosana reduz os espacos disponivies nas porosidade das esferas de
alginato e, portanto, minimiza o vazamento de células probidticas encapsuladas,
contendo um maior numero de bactérias aprisionadas na matriz polissacaridica
(PARSANA et al., 2023). Adicionando a isso, a microflora coldnica degrada a quitosana
e solubiliza a estrutura do gel de alginato sequestrando ions de calcio, o que resulta na

liberacdo das células probidticas aprisionadas no célon (CALINOIU et al., 2019).

Tabela 2 - Contagem (logio UFC/mL) de L. casei LCO3 FL 170-20 microencapsulado durante 28
dias de armazenamento refrigerado (7 °C).

Tempo (dias)

AMOSTRAS 0 7 1 1 -8
: i 8,13 7,24
Células livres 8,89 (x0,41) 8,77 (+0,66) 8,69 (+0,52) (0.21) (£0.21)
MALG 8,02 (:0,24) 7,28 (x022) 6,82 (+0,55) (+%6731) (+569651)
MAQF 7,99 (20,21) 7,07 (+0,31) 6,43 (20,19) (+%3114) (+%o450)

MALG: microparticulas de alginato; MAQF: microparticulas de alginato revestidas de quitosana com
concentracao de 0,5%. Os valores expressos foram calculados através da média e desvido padrao
resultantes de trés ensaios realizados independentes.
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5.4Efeito nos parametros fisico-quimicos nos morangos revestidos com a
cobertura comestivel probidtica

Os resultados dos parametros fisico-quimicos dos morangos revestidos estdo
dispostos na tabela 3. Para os solidos solGveis, as amostras praticamente ndo variaram,
entretanto, o grupo controle e o grupo glicerol apresentou um aumento nos solidos soluveis
ao fim do periodo de armazenamento. Segundo Oregel-Zamudio et al. (2017), os valores
de sélidos soluveis durante o amadurecimento dos morangos podem variar entre 4,6% e
11,9%. Na presente pesquisa, todos 0s morangos apresentaram teor de soélidos soluveis
dentro da faixa recomenda acima.

Um estudo de Melo et al. (2020) verificou que os solidos soliveis apresentaram um

aumento significativo em morangos sem cobertura comestivel (controle). Isso ocorreu
porque a amostra controle continua com seu metabolismo ativo, favorecendo a converséo
do amido em acido e acgucar, o que contribuiu para o aumento do °Brix (LAGO et al., 2023).

Desta forma, o revestimento comestivel layer-by-layer do presente estudo auxiliou
na reducdo da velocidade de amadurecimento dos frutos in natura. Os morangos com as
coberturas comestiveis apresentaram menores valores de solidos sollveis ao final do
experimento porque a dupla camada de revestimento comestivel modificou a atmosfera
interna da fruta, ocasionando reducao no nivel de O2 e/ou aumento no nivel de CO2, o que
reduz a taxa de respiracao e a atividade metabdlica da fruta (LAGO et al., 2023).

Para os valores de pH, houve uma tendéncia para a diminuicdo do pH das amostras
em relagdo aos valores do inicio e do final do periodo de armazenamento. Resultado
semelhante ao encontrado por Melo et al. (2020), em que 0S morangos cobertos com o
revestimento comestivel de quitosana tiveram reducéao do pH conforme o aumento do tempo
de armazenamento. Segundo Tosetti et al. (2020), durante o amadurecimento ocorre um
aumento de acidos 6rganicos, se destacando no morango o acido citrico e o malico.

A reducéo do pH ao final do armazenamento pode levar a uma reducéo da velocidade
de escurecimento enzimatico de vegetais e frutas, pois provoca uma reducdo na atividade
enzimatica de polifenoloxidase (COSTA et al., 2023). Em contrapartida, para todos os
grupos, houve um reducéo da acidez total e titulavel. Esse resultado se mostrou diferente
guando comparado ao estudo de Melo et al. (2020) e LAGO et al. (2023), em que foi

conseguido preservar a acidez até o final do periodo de armazenamento.
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No que tange ao percentual de umidade, os morangos recobertos com a dupla
camada de cobertura comestivel probiética apresentaram maiores valores de umidade ao
final do armazenamento, com valores de aproximadamente de 93%. Ja 0s morangos
controle e glicerol 1% apresentaram umidade entre 90-91% ao fim do experimento. As
coberturas comestiveis layer-by-layer podem agir formando uma barreira entre a fruta e o
ambiente externo, evitando dessa forma a perda de agua durante 0 armazenamento em
refrigeracdo e temperatura ambiente (OLIVEIRA-FILHO et al., 2022).

Tabela 3 - Média dos valores dos parametros fisico-quimicos dos morangos armazenados a
temperatura de refrigeracdo (7° C) por 12 dias.

Dias de armazenamento

Tratamentos
0 3 6 12
Sdlidos solaveis (%)
Controle 6 (x0) 6 (x0) 7 (x0,1) 7(x0)
Glicerol 1% 6 (01) 6 (x0,5) 6 (x0) 7 (x0)
RCAQL 6 (1) 6 (x0) 6 (x0) 6 (x1)
RCAQM 6 (x0) 6 (x0) 6 (x0) 6 (x0)
pH
Controle 3,123 (+0,25) 3,126 (+0,02) 3,108 (£3,6) 3,032 (0,1)
Glicerol 1% 3,241 (+0,28) 3,202 (+1,58) 3,102 (x0,02) 3,219 (£0,28)
RCAQL 3,193 (+0,01) 3,306 (+0,07) 3,205 (£0,25) 3,204 (£2,58)
RCAQM 3,275 (+2,48) 3,323 (+0,2) 3,144 (+0,38) 3,017 (+4,2)
Ac. total e titulavel (% acido citrico)
Controle 1,245 (+ 0,07) 1,175 (+0,21) 1,03 (+1,41) 0,95 (+0,07)
Glicerol 1% 1,220 (+0,01) 1,18 (+0,01) 0,98 (+0,72) 1,06 (+1)
RCAQL 1,300 (+0,05) 1,19 (+0,09) 1,01 (+1,82) 0,91 (0,7)
RCAQM 1,50 (x0,02) 1,27 (x0,07) 1,015 (x0,03) 1,05 (x1)
Umidade
Controle 92,46 (x0,8) 92,19 (x2,1) 91,98 (+0,20) 91,1 (x0,18)
Glicerol 1% 91,90 (+0,07) 91,67 (£3,2) 91,35 (+0,25) 90,03 (+0,12)
RCAQL 93,30 (£1,54) 92,45 (+0,25) 92,32 (£1,78) 93,06 (1)
RCAQM 91,82 (+0,01) 93,17 (+0,1) 93,11 (+0,24) 93,08 (+0,12)

RCAQL: revestimento comestivel alginato-quitosana-L. casei livre; RCAQM: revestimento comestivel
alginato-quitosana-L. casei microencapsulado. Os valores expressos foram calculados através da média e
desvido padréo resultantes de ensaio Unico realizado em duplicata.
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5.5Evolucao da cor dos morangos revestidos durante o armazenamento

A coloracéo de frutas é uma variavel de qualidade mais atrativa para o consumidor,
variando entre cultivares, tratos culturais e caracteristicasda regido (CAIRONE et al., 2020).
Os parametros L, a* e b* representam as medidas objetivas de cor avaliadas pelo olho
humano (Minolta corp, 1994).

Outros valores de cores representativos sao o indice de saturacdo croma e angulo de
cor Hue, em que o croma (C) expressa a intensidade da cor, ou seja, a saturagcdo em termos
de pigmentos desta cor (GOISSER et al., 2020; CAIRONE et al., 2020) . Assim, quando se
admite valores proximos a zero representam cores neutras (cinzas), enquanto valores
maiores, proximos de 60 expressam cores mais vividas; ja o angulo de tonalidade ou °Hue,
assume valor zero para a cor vermelha, 90° para amarela, 180° para verde e 270° para azul
(CAIRONE et al., 2020).

A vista disso, os resultados da tabela 4 demonstram a evolug&o da cor no Doe 0 D12
(final e inicial), onde pdde-se observar um aumento do indice de croma e do angulo de Hue,
0 que aponta cores mais vividas ao fruto e traz que a dupla cobertura comestivel ndo afetou
na coloracédo avermelhada do morango (MELO et al., 2020). Para os valores de L*, houve
um aumento nos grupos experimentais RCQAL e RCQM, trazendo cores mais vividas aos
morangos ao longo do armazenamento.

Em dois estudos de Khodaei & Hamidi-Esfahani (2019) e Kodaei & Hamidi-Esfahani
(2021), realizados com morangos (Fragaria x ananassa), a adicdo do revestimento
comestivel de quitosana ndo influenciou de maneira significativa no valor de L* dos frutos,
mantendo-se constante durante todo o periodo de armazenamento. Isso implicou que a
superficie dos morangos néo foi influenciada pelo tempo ou pela presenca de revestimento
com probidticos. a* e b* também ndo mudaram com os diferentes tratamentos e foram

relativamente estaveis ao longo do tempo de armazenamento.
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Tabela 4 - Efeito das coberturas comestiveis sobre a cor dos morangos durante 0 armazenamento
refrigerado (7° C) nos dias 0 e 12 (final e inicial).

Dias de armazenamento

Tratamentos
0 12
L*
Controle 33,5 (x0,7) 39 (x0,21)
Glicerol 1% 31,59 (1,4) 36,77 (+0,85)
RCAQL 32,29 (x0,15) 38,95 (+0,03)
RCAQM 38,68 (£ 0,19) 49,29 (+1,02)
h*
Controle 24,15 (+0,90) 39,83 (x0,79)
Glicerol 1% 23,46 (x0,94) 39,40 (+1,39)
RCAQL 29,57 (x0,7) 31,57 (x0,07)
RCAQM 31,11 (x0,19) 40,30 (£6,1)
C*
Controle 49,37 (x0,61) 80,5 (+0,85)
Glicerol 1% 46,92 (+0,88) 78,80 (+2,58)
RCAQL 59,14 (+0,7) 63,15 (+0,15)
RCAQM 62,22 (0,58) 80,61 (+4,2)

RCAQL: revestimento comestivel alginato-quitosana-L. casei livre; RCAQM: revestimento comestivel
alginato-quitosana-L. casei microencapsulado. Os valores expressos foram calculados através da média e
desvido padréo resultantes de ensaio Unico realizado em triplicata.
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5.6Perda de peso dos morangos revestidos durante o armazenamento

Na Figura 6 foi possivel observar que o grupo controle e glicerol (1%) apresentou perda
de peso superior aos grupos RCAQL e RCAQM, sendo de 5,53% para RCAQL e 3,36%
para RCAQM. As perdas de massa maiores que 6% sao suficientes para causar prejuizos
na qualidade de morangos (GARCIA et al., 1998). SALEEM et al. (2021) observou que
houve uma maior conservacao do peso dos frutos quando utilizada a cobertura de quitosana
e demonstrou que a cobertura comestivel combinada com alginato foi significativamente
eficiente em suprimir a perda de peso dos morangos durante armazenamento a temperatura
ambiente e refrigerada.

Naturalmente, morangos perdem peso apods a colheita, durante seu transporte,
manipulacdo e armazenamento. Os processos responsaveis por essa perda de massa sado
a transpiracao e a respiracao dos frutos (SALEEM et al., 2021; NGUYEN et al., 2020). A
perda de peso reflete em sua textura, provocando amolecimento, fazendo com que a
superficie do fruto fique rugosa, afetando de forma negativa sua vida Gtil e nos aspectos
sensorias do morango (NGUYEN et al., 2020; QUINTANA et al., 2021).

Os revestimentos comestiveis, como a quitosana, atuam como barreira, formando uma
camada semipermeavel na superficie do fruto, reduzindo as perdas por transpiracao
(QUITANA et al., 2021). Foi comprovado que o tratamento com revestimento de quitosana
atua como uma barreira contra a perda de peso em frutas, sendo observado em véarias
frutas: mamao (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2019), péra (MENG et al., 2010) , morango
(QUINTANA et al., 2021) e e goiaba (AZAM et al., 2020).

De acordo com Melo et al. (2020), a quitosana € capaz de diminuir a perda de peso
em frutas devido a sua propriedade filmogénica, na qual esse polimero age como uma
barreira ao vapor de 4gua e as trocas gasosas entre a fruta e o ambiente externo, reduzindo

também a taxa de respiracdo do morangos e conservando seus atributos sensoriais.
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Figura 6 - Grafico do percentual da perda de peso dos morangos do grupo controle e experimental
durante o armazenamento refrigerado (7°C).
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RCAQL: revestimento comestivel alginato-quitosana-L. casei livre; RCAQM: revestimento comestivel
alginato-quitosana-L. casei microencapsulado. Os valores expressos foram calculados através da média e
desvido padrao resultantes de ensaio Unico realizado em triplicata.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As microcapsulas de alginato L. casei LC03 FL 170-20 apresentaram morfologia
uniforme e com reducéao da porosidade quando adicionada a camada de quitosana

fungica a 0,5%;

As microcapsulas L. casei LCO3 FL 170-20 produzidas por gelificacdo idnica
contendo alginato e quitosana flngica promoveram maior protecao probidtica

durante o armazanamento, tornando-as viaveis para adicdo em alimentos;

O revestimento comestivel probiético de alginato-quitosana com adicao probidtica
na forma livre e microencapsulada auxiliou na manutencdo da qualidade do
morango Fragaria x ananassa duch;

Testes com contaminates fungicos poderiam trazer resultados pertinentes sobre
os efeitos de microrganismos no morango, possibilitando um visdo da preservacéo
dos padrbes de qualidade do fruto.
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