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RESUMO

As bacteérias acido laticas sdo utilizadas devido ao seu potencial probiotico, além de serem
capazes de produzir substancias bioativas. Diante disso, sabe-se que o produto gerado por
elas depende do substrato utilizado. O soro de leite é um subproduto que pode ser uma
alternativa de baixo custo para producdo dessas substancias através de sua fermentacao por
acao de bactérias laticas. A integracdo do composto obtido com uma tecnologia emergente,
como a encapsulacdo, pode ser capaz de assegurar a bioatividade. O presente trabalho
objetivou caracterizar o exopolissacarideo obtido de soro de leite fermentado (EPS-LN60)
por Lactiplantibacillus plantarum DF60Mi e utiliza-lo como agente encapsulante de
bactéria probidtica. Foram determinados o escore prebiotico, atividade antioxidante e a
citotoxicidade do EPS-LNG60. Solugées de 0% (F0), 0,5% (F1) e 1,0% (F2) do EPS-LNGO
foram produzidas e utilizadas como cobertura de capsulas de alginato contendo L.
acidophilus LA-3 e avaliadas quanto a morfologia, sobrevivéncia do LA-3 durante o
armazenamento e ap6s a exposicdo a condi¢Bes gastrointestinais simuladas. O rendimento
de EPS obtido foi de 777 mg/L, apresentando 43,78% de acgUcares totais e 1,82% de
proteinas. O espectrograma do EPS apresentou ligacdes e grupos funcionais compativeis
com polimeros de carboidratos, bem como alta estabilidade térmica (310 °C),
proporcionando potencial aplicacdo industrial. A composicdo monossacaridica mostrou
presenca de galactose (51,1%), manose (22,9%), glicose (20,8%) e ramnose (5,2%),
resultando em um heteropolissacarideo. O escore prebiotico do EPS (1,45 + 0,17) foi
superior ao do frutooligossacarideo (0,24 + 0,05), a atividade antioxidante foi relevante de
1.862 + 23,08 uM FeSO4/g e houve a inibicdo de 36% + 2,78 do crescimento de células
tumorais (HCT-116) in vitro. As capsulas de F1 e F2 com EPS-LN60 apresentaram-se
esféricas e uniformes, e o recobrimento permitiu aproximadamente 85% de sobrevivéncia
da cepa LA-3 ap6s os 20 dias. J& FO ndo possuiu células viaveis ap6s 10 dias. Durante as
condicdes de simulacdo gastrointestinal o EPS foi responsavel por manter a sobrevivéncia
da cepa LA-3 superior a 86%. Portanto, demonstrou-se a potencialidade do EPS-LN60
guanto a sua bioatividade e utilizacdo como agente encapsulante da cepa LA-3,
vislumbrando sua exploragdo como ingrediente funcional por industrias de alimentos e
farmacéutica.

Palavras-chave: Laticinios; fermentacédo; polimeros; bioatividade; encapsulacao.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria are used due to their probiotic potential, in addition to being able to
produce bioactive substances. Therefore, it is known that the product generated by them
depends on the substrate used. Whey is a by-product that can be a low-cost alternative for
the production of these substances through fermentation by the action of lactic acid
bacteria. The integration of the compound obtained with an emerging technology, such as
encapsulation, may be able to ensure bioactivity. The present work aimed to characterize
the exopolysaccharide obtained from fermented whey (EPS-LNG60) by Lactiplantibacillus
plantarum DF60Mi and use it as an encapsulating agent for probiotic bacteria. The
prebiotic score, antioxidant activity and cytotoxicity of EPS-LN60 were determined.
Solutions of 0% (FO0), 0.5% (F1) and 1.0% (F2) of EPS-LNG60 were produced and used as a
cover for alginate capsules containing L. acidophilus LA-3 and evaluated for morphology,
survival of LA-3 during storage and after exposure to simulated gastrointestinal conditions.
The EPS yield obtained was 777 mg/L, with 43.78% of total sugars and 1.82% of proteins.
The EPS spectrogram showed bonds and functional groups compatible with carbohydrate
polymers, as well as high thermal stability (310 °C), providing potential industrial
application. The monosaccharide composition showed the presence of galactose (51.1%),
mannose (22.9%), glucose (20.8%) and rhamnose (5.2%), resulting in a
heteropolysaccharide. The EPS prebiotic score (1.45 = 0.17) was higher than that of the
fructooligosaccharide (0.24 + 0.05), the antioxidant activity was relevant at 1862 + 23.08
MM FeSQO4/g and there was an inhibition of 36 + 2.78% of tumor cell growth (HCT-116) in
vitro. The F1 and F2 capsules with EPS-LN60 were spherical and uniform, and the coating
allowed approximately 85% survival of the LA-3 strain after 20 days. FO did not have
viable cells after 10 days. During the gastrointestinal simulation conditions, EPS was
responsible for keeping the survival of the LA-3 strain above 86%. Therefore, the potential
of EPS-LN60 was demonstrated in terms of its bioactivity and use as an encapsulating
agent for the LA-3 strain, envisioning its exploitation as a functional ingredient by the food
and pharmaceutical industries.

Keywords: Dairy products; fermentation; polymers; bioactivity; encapsulation.
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1 INTRODUCAO

As bactérias acido laticas (BAL) sdo caracterizadas como bastonetes ou cocos nao
formadores de esporos, catalase negativas, anaerobias ou microaerofilas, Gram-positivas,
fermentadoras de carboidratos com producédo principal de acido latico (MOKOENA et al.,
2017; GEORGE et al., 2018) e sdo, geralmente, utilizadas com finalidade de gerar efeitos
benéficos ao hospedeiro (FONG et al., 2020). Certos géneros possuem efeitos benéficos a
salde humana, como exemplo as cepas com carater probidtico que tém demonstrado sua
potencialidade em produtos alimenticios (ADESULU-DAHUNSI et al., 2018; SILVA et al.,
2018, LOPES NETO et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2023).

Do ponto de vista tecnoldgico, as BAL sdo amplamente utilizadas na fermentacéo de
produtos lacteos como culturas starters, e tém a capacidade de prolongar a vida de prateleira,
aumentar a seguranca, valor nutricional e qualidade dos produtos (SUYABATMAZ et al.,
2023). Ademais, podem produzir substancias de interesse com aplicabilidade na inddstria
alimenticia como os polissacarideos (AYYASH et al., 2018; LI et al.,, 2020; KORCZ e
VARGA, 2021). Estes carboidratos sdo, em geral, de alta massa molecular produzidos
também por plantas verdes, algas, sendo relevantes, do ponto de vista da salde para os seres
humanos (ZHAO e LIANG, 2022). Entretanto, a sua producdo é afetada pelos parametros de
fonte de carbono, nitrogénio, tempo e temperatura de incubacdo e meio de cultura utilizado
(ZHANG et al., 2020).

O soro de leite € um subproduto da industria de laticinios, obtido a partir da producéo
de queijos, que frequentemente é descartado de maneira inadequada provocando danos
ambientas e perda econdbmica (SHARMA et al., 2017). Contudo, 0 soro é um substrato que
contém notavel valor nutritivo compondo-se de lactose (4,5-5,0%), proteinas (0,6-0,8%),
acido latico (0,05%), lipidios (0,4-0,5%), minerais e vitaminas (FANGMEIER et al., 2019).
Sua composicdo justifica a possibilidade de utilizagdo como meio fermentativo para producédo
de outros ingredientes e/ou produtos como exopolissacarideos (EPS) a partir de bactérias
acido laticas (ANTUNES et al., 2015; PRAZERES et al., 2012).

Os exopolissacarideos microbianos sdo extensamente utilizados como ingrediente
alimentar. Na sua grande maioria, o uso de EPS, em &mbito industrial, destina-se a mudanca
reologica, como aumento de viscosidade, textura e diminuicdo da sinérese em diversos
produtos lacteos, principalmente os leites fermentados (ABEDFAR et al., 2020; AYYASH et

al., 2020). Alem disso, os EPS microbianos apresentam funcionalidades biologicas como
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propriedades antitumorais, antibiofilme, antioxidante, efeitos de redugdo de colesterol, adeséo
e colonizacdo e efeito prebidtico (RAHBAR et al., 2019; AYYASH et al., 2020; SUNGUR et
al., 2017).

A capacidade prebidtica dos exopolissacarideos produzidos por BAL (Weissella
cibaria, Weissella confusa, Lactiplantibacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus) foi
relatada em alguns estudos, indicando resisténcia ao suco gastrico e amilase pancreética
humana e utilizacdo por microrganismos probioticos como substrato (CUMMINGS e
MACFARLANE, 1997; TOPPING e CLIFTON, 2001). Neste caso, a utilizacdo de
tecnologias emergentes, como a encapsulagdo, visa garantir a funcionalidade biologica e
sobrevivéncia dos microrganismos benéficos. Entretanto, a maior dificuldade na manutencéo
da viabilidade dos probidticos como os Lactobacillus acidophilus é sua sensibilidade a
passagem durante o sistema gastrointestinal humano (RAHALI et al., 2022).

A encapsulacdo refere-se a um processo que aprisiona compostos, principalmente os
bioativos, como exemplo os microrganismos probioticos, circundados em uma membrana
polimérica a fim de protecdo bem como liberacdo especifica (ZUIDAM e SHIMONI, 2010).
A utilizacdo dessa tecnologia vinculada com um ingrediente potencialmente prebidtico
(polissacarideos) visa melhorar a sobrevivéncia da cepa probidtica em produtos com carater
funcional bem como auxiliar na estabilidade do probi6tico durante condicGes severas
inerentes ao trato gastrintestinal humano (ABEDFAR et al., 2021). Estudos prévios ja
relataram a utilizacdo da encapsulacdo com diferentes polissacarideos (alginato, quitosana,
amido, goma guar, gelatina) (ETCHEPARE et al., 2016; KUCK e NORENA, 2016; SILVA et
al., 2018), entretanto, ha escassez de estudos que reportam a utilizacdo de exopolissacarideos
obtidos a partir da fermentacdo do soro de leite por BAL como agente cobertor de capsulas
probidticas.

Diante do exposto, o trabalho teve por objetivo caracterizar o exopolissacarideo obtido
de soro de leite fermentado por Lactiplantibacillus plantarum (EPS-LNG60) e utiliza-lo como
agente encapsulante de bactéria probidtica. Para isso, fez-se a caracterizacao fisico-quimica e
a avaliacdo da bioatividade do EPS produzido e sua aplicagdo como agente de cobertura de

capsulas contendo o Lactobacillus acidophilus LA-3.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. SORO DE LEITE: fonte de substrato para fermentacdo de BAL

O soro de leite € um liquido translucido de coloracdo amarelo-esverdeado que é
produzido durante a coagulacdo da caseina na producao de queijo. Existem dois tipos de soro,
o0 soro doce (pH 5,9 a 6,8), que é obtido a partir da coagulacdo com coalho e o soro de leite
acido (pH 4,4 a 4,8), que ¢ produzido pelo leite coagulado com &cido. Constituem cerca de
90% do volume do leite e deve ser descartado de forma adequada evitando a geracdo de
poluicdo ao meio ambiente. Sdo gerados de forma abundante pela industria de laticinios e o
gerenciamento desses efluentes vem se tornando um desafio devido aos requisitos legais
ligados ao seu descarte, extremamente poluente, e custos desse tratamento muito elevados
(LEON-LOPEZ et al., 2020; MACEDO et al., 2020; SILVA e ALVES et al., 2018).

O soro é considerado um dos mais relevantes residuos da indudstria de laticinios e o
mais contaminante se descartado de forma inadequada. Pode causar excesso de consumo de
oxigénio, eutrofizagdo das &guas e toxicidade nos ambientes onde é descartado. No entanto,
mesmo com o conhecimento da geracdo de poluicdo ambiental, ainda na atualidade, mais de
50% (cinguenta por cento) do produto mundial é descartado de forma irregular em estacoes de
tratamento de aguas, ou entdo, utilizado na alimenta¢do de animais. A indUstria aproveita
apenas 40% (quarenta por cento) do soro produzido, transformando-o em concentrado de
proteina de soro ou adicionando-o em produtos lacteos como bebidas para comercializacéo,
gerando valor agregado e diminuindo os custos com o descarte adequado do soro
(CHENGCHENG et al., 2020; LEON-LOPEZ et al., 2020).

O soro de leite retém mais da metade dos nutrientes do leite, € constituido de lactose,
sais, vitaminas, enzimas e proteinas ricas em aminodcidos essenciais com alta
biodisponibilidade. O soro de leite in natura é composto por nutrientes como a lactose (4,5-
5%, p/v), proteinas soltvel (0,6-0,8%, p/v) e lipidios (0,4-0,5%, p/v), bem como &cido lactico
(0,05% p/v), minerais e vitaminas (FANGMEIER et al., 2019). Pode-se destacar que dos 5%
de solidos totais, aproximadamente 13% sdo proteinas com a seguinte composicao: 50% de B-
lactoglobulina, 25% de a-lactoalbumina e 25% de outras fragGes, mas esta composicdo pode
variar devido a varios fatores como alimentacdo, raca, estacdo do ano, periodo de lactagéo
dentre outros (ZOTTA et al., 2020).
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A producdo mais limpa e o desenvolvimento sustentavel na fabricacdo de produtos
tornam-se gradualmente padrBes necessarios as industrias. Dentro dessa premissa, 0 soro do
leite € uma fonte de bio-compostos que pode ser convertida em riqueza material, se utilizado
como meio de fermentagédo de bactérias e leveduras (NGUYEN et al., 2021).

A atividade bioldgica do soro estéd relacionada com sua composicao e sequéncias de
aminoacidos que sdo obtidos durante a fermentagdo por BAL. O soro é considerado um
agente antimicrobiano, antioxidante e com propriedades antivirais, devido a presenca das
proteinas B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, albumina do soro bovino, imunoglobulinas e
lactoferrina. As propriedades nutricionais, fisioldgicas e funcionais de seus componentes
forneceram uma oportunidade importante para a utilizacdo de tecnologias visando a
valorizagdo do soro de leite na industria alimenticia (KASAPCOPUR et al., 2021;
CHENGCHENG et al., 2020).

Dentre seus constituintes, a lactose do soro tem sido explorada pelo seu valor
biotecnoldgico na utilizagdo como substrato de fermentacdo para BAL no intuito de
minimizar custos e tornar viavel a fabricacdo de exopolissacarideos em larga escala
(CHENGCHENG et al., 2020; MACEDO et al., 2020; MILERIENE et al., 2021). Em geral,
as BAL séo bastante exigentes quanto aos nutrientes, necessitam de uma fonte de carbono,
minerais, e estudos demonstram que a multiplicagdo desses microrganismos aumenta na
presenca de varios aminoacidos acidos que estdo presentes no soro de leite de vaca
(RABAIOLIRAMA et al., 2019).

Entretanto, a producdo de compostos bioativos, como 0s exopolissacarideos, tem alto
custo quando visa a producdo em larga escala. Aproximadamente 30% dos custos de um
processo fermentativo estdo diretamente ligados ao tipo de substrato escolhido para estimular
a multiplicacdo dos microrganismos e, consequentemente, a producdo desses compostos
(BALI et al., 2016; SABO et al., 2017). Logo, o soro torna-se acessivel a industria alimenticia
pelo seu potencial nutricional e como fonte de substrato para fermentacéo por bactérias acido
laticas (BAL), causando menos impacto na cadeia produtiva do ponto de vista ambiental e
econémico (SABO et al., 2019).

2.2. BACTERIAS ACIDO LATICAS
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De acordo com Zheng et al. (2020), as BAL, mais especificadamente as inseridas na
familia Lactobacillaceae, incluem 261 espécies atualmente. A reclassificacdo do género dos
lactobacilos agora possui 35 espécies identificadas através da técnica molecular de
sequenciamento do gene da fracdo 16S do rRNA. Sdo caracterizadas como bastonetes ou
cocos ndo formadores de esporos, catalase negativas, anaerdbias ou microaerofilas, Gram-
positivas, fermentadoras de carboidratos com producéo principal de &cido latico (GEORGE et
al., 2018; WANG et al., 2021), ou seja, sdo interligadas por caracteristicas morfoldgicas,
metabolicas e fisiologicas (VON WRIGHT e AXELSSON, 2012).

Diversas sdo as fontes de isolamento das bactérias laticas como iogurte, queijos,
kimchi, trato gastrointestinal de humanos e animais e diversos produtos fermentados (KWUN
et al., 2020). Sdo importantes na fermentacdo desejavel dos alimentos, resultando em
diferentes produtos com caracteristicas particulares, sejam nutricionais, sensoriais ou de
conservacdo (ADESULU-DAHUNSI et al., 2017; SILVA et al., 2018, LOPES NETO et al.,
2021; OLIVEIRA et al., 2023).

Nos ultimos anos, as bactérias laticas se destacaram, dentre outros fatores, pela
prevencdo de infeccdes, sintese e biodisponibilidade de nutrientes, sua capacidade de
permanecer viavel em ambientes acidos, de reduzir niveis de colesterol sérico no hospedeiro e
principalmente pela capacidade de adesdo bacteriana que impossibilita a expulsdo de outras
bactérias do sistema intestinal, evitando a disbiose (LEEUWENDAAL et al., 2021;
GRUJOVIC et al., 2021; SUYABATMAZ et al., 2023).

No processo fermentativo podem ser classificadas em dois tipos: bactérias acido
laticas starter (SBAL) e bactérias acido laticas nado-starter (nsBAL) (GRUJOVIC et al.,
2021). Segundo Medina-Pradas et al. (2017) as culturas starter sdo definidas como as que
iniciam o processo de fermentacdo originando produtos com caracteristicas diferentes do
ponto de vista fisico-quimico e sensorial. Ja as ndo-starter sao derivadas do proprio processo
como microbiota autoctone, podem ser utilizadas durante a maturacdo de queijos, para
equilibrar a microbiota destruida pela pasteurizacdo e preservar naturalmente os alimentos
(BINTSIS, 2018; BLAYA et al., 2018). Um exemplo é a espécie Lactiplantibacillus
plantarum que pode atuar tanto como cultura starter na fermentagéo de vinhos e carnes como
ndo-starter em produtos diversos (BRIZUELA et al., 2018; LARANJO et al., 2017).

A espécie L. plantarum é considerada segura “generally recognized as safe” (GRAS) e
ja foi isolada de mucosas de organismos humanos e animais e de meios com alto teor
nutricional (MAYO e FLOREZ, 2022). Além disso, ganha destaque por possuir a capacidade

heterofermentativa, ou seja, utiliza diferentes acucares durante o processo fermentativo, sob
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condi¢Bes peculiares que resulta em variados compostos com potencial tecnoldgico e
bioldgico, destinados a industria alimenticia (ZANNINI et al., 2016).

Por serem consideradas GRAS sdo amplamente aplicadas para 0 consumo humano.
Uma parte consideravel desses microrganismos existentes possuem caracteristicas de auxiliar
na saude do hospedeiro, como exemplo os probidticos. No entanto, 0 mecanismo de a¢do dos
microrganismos probidticos ainda ndo esta completamente elucidado. Diante de tal fato, faz-
se necessaria a correta identificacdo e conhecimento genético das bactérias acido laticas para
utilizacdo segura no aspecto tecnologico, nutricional e de saude (AWAD et al., 2010;
NIKOLIC et al., 2012; LANDETA et al., 2013).

A avaliacdo de funcionalidade probidtica abrange a sobrevivéncia a passagem pelo
trato gastrointestinal e a multiplicacdo e colonizacdo no intestino, ou seja, as cepas devem ser
capazes de sobreviver na presenca de sais biliares e enzimas, ou serem ingeridas utilizando
um veiculo alimentar com funcdo de transportador e/ou protetor para garantir resisténcia a
condicGes gastricas (FAO/ WHO, 2001).

Vale ressaltar que os beneficios ao hospedeiro gerados pelas bactérias probidticas sao
dependentes do metabolismo, podendo gerar diferentes peptideos bioativos como as
bacteriocinas, hormonios, enzimas, peptideos com capacidade de inibir a enzima conversora
da angiotensina (ACE) e aminoacido ndo-proteico (y-aminobutirico — GABA). Além disso,
atuam como cepas fermentativas e apresentam caracteristicas metabdlicas como a capacidade
de hidrolisar proteinas, produzir acido organicos, aromas, bacteriocinas, vitaminas e

exopolissacarideos a depender do substrato no qual estdo inseridas (WANG et al., 2021).

2.3. EXOPOLISSACARIDEOS PRODUZIDOS POR BACTERIAS ACIDO LATICAS

Os exopolissacarideos (EPS) sdo polimeros de agucares, provenientes de algas, fungos
ou bactérias, ndo-tdxicos, naturais e geralmente de alto peso molecular (ZHAO e LIANG,
2022). Podem permanecer ligados a célula na parte externa (polissacarideos capsulares), ou
serem excretados para 0 meio externo, denominados de exopolissacarideos (EPS) (AYYASH
et al., 2018). Diversos microrganismos possuem a habilidade de producéo de EPS, porém as
bactérias acido laticas sdo amplamente utilizadas, pois sdo geralmente reconhecidas como

seguras devido a sua grande utilizac&o para consumo humano (ABUSHELAIBI et al., 2017).
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O mecanismo biosintético para obtengdo de EPS por microrganismos envolve a
producdo de dois tipos de componentes que diferem pela sua estrutura quimica, os homo e
heteropolissacarideos. Os homopolissacarideos sdo formados a partir de ligac6es glicosidicas
de apenas um monossacarideo. O principal desta classe € o a-D-glucanos (dextranos) (ZHOU
etal., 2019).

J& os heteropolissacarideos sdo compostos com repetidas unidades de diferentes
monossacarideos como D-glicose, D-galactose, L-ramnose e seus derivados N-
acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina e acido glurénico (DE VUYST; DEGEEST, 1999).
Ja ha relatos de que esse grupo contém de 100 a 90.000 unidades de oligossacarideos,
formando compostos lineares ou ramificados (OLDAK et al., 2017). De acordo com De
Vuyst; Degeest (1999), o mecanismo de sintese desse grupo difere do homopolissacarideos,
pois unidades sdo formadas dentro das células, porém sao transportadas através da membrana
celular para posteriormente serem polimerizadas fora da célula. A condi¢do de fermentacéao
para sua obtencdo é primordial para determinagdo da quantidade e tipo de substancia formada.

Sabe-se que, alterando as condicGes de fermentacdo como substrato, temperatura de
incubacdo, pH, oxigénio, fontes de carbono e nitrogénio, pode-se aumentar o rendimento do
EPS a ser obtido (BENGOA et al., 2018). Os maiores niveis de EPS ja obtidos por BAL
foram de 2,775 g/L utilizando L. rhamnosus RW-9595M (MACEDO et al., 2002) e 2,5 g/L
usando L. kefiranofaciens WT-2B (MAEDA et al., 2004).

Os EPS tém sido extensamente utilizados com o objetivo de modificar as
caracteristicas reoldgicas e sensoriais de produtos alimenticios, como iogurte, queijos
(LYNCH et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2023) e sorvetes (DERTLI et al., 2016). Sao
geralmente utilizados industrialmente como bioespessantes devido a sua capacidade
emulsificante, gelificante e estabilizante (HUSSAIN et al., 2017; LLUIS-ARROYO et al.,
2014). Entretanto, eles também possuem propriedades fisioldgicas que resultam em beneficios
a saude. Autores ja relataram atributos prebioticos, antitumoral, imunomodulacdo e reducao
do colesterol (RAHBAR et al., 2019; AYYASH et al., 2020). Além disso, podem oferecer
protecdo a celula bacteriana na presenca de metais pesados, possuirem capacidade de
reconhecimento, adesdo a superficies e desenvolvimento de biofilmes (LIMOLI et al., 2015).

Estudos ja relataram algumas propriedades biologicas dos EPS microbianos, mais
especificamente das espécies de L. plantarum como antioxidante e apresentaram
citotoxicidade frente a células tumorais humanas (WANG et al., 2014; XU et al., 2019;
AYYASH et al., 2020). A atividade prebidtica também ja foi demonstrada por Lee et al.

(2021) ao estudarem o polissacarideo extraido de L. plantarum MG989.
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De acordo com Zannini et al. (2016), o estudo dos EPS microbianos visa aplicagdes
que sejam inovadoras e agreguem valor aos produtos gerados pela industria alimenticia.
Dentro desta viséo, a relacdo da pesquisa académica com a indudstria torna-se fundamental
para permitir o emprego de novas tecnologias. Conforme demostrado anteriormente, o0 uso do
EPS de origem microbiana tem se limitado & melhoria de caracteristicas reoldgicas e
sensoriais de alimentos, assim como a promogao de efeitos benéficos a satde. Atualmente, ha
escassez de estudos na aplicacdo de exopolissacarideos provenientes de subprodutos e
atuando como agente de cobertura na encapsulacdo de microrganismos, sendo uma area

propicia ao desenvolvimento de pesquisas inovadoras.

2.4. ENCAPSULACAO DE PROBIOTICOS

Encapsulacdo é uma técnica que visa protecdo de um determinado componente
sensivel a condi¢cdes adversas através de uma matriz polimérica (ZUIDAM e SHIMONI,
2010). A encapsulacdo de probidticos se resume ao processo de aprisionamento de células
através de um biopolimero a fim de reduzir danos em condi¢6es drésticas, incluindo o sistema
gastrointestinal e reacGes indesejaveis, favorecendo sua sobrevivéncia e liberacdo no alvo
desejado (RAZAVI et al., 2021).

Diversos sdo os beneficios dessa tecnologia, sendo importante destacar a aptiddo em
minimizar 0s impactos sensoriais do composto encapsulado, impedir sua reacdo com outros
compostos na matriz e reagdes de oxidagdes, bem como a perda significativa de viabilidade
celular durante o processamento, armazenamento, vida de prateleira e digestdo
gastrointestinal, assim como permitir sua liberacdo controlada (LIU et al., 2017; TERPOU et
al., 2019; PEREZ-SOTO et al., 2021).

O processo de encapsulacdo envolve o agente ativo (fase interna) e o material de
parede (fase externa), o primeiro refere-se a substancia a ser encapsulada e o segundo esta
relacionado com o material encapsulante (ZUIDAM e SHIMONI, 2010). Um dos grandes
desafios da encapsulacdo de agentes bioativos é a identificacdo do material estrutural
adequado, que sejam substancias geralmente reconhecidas como seguras (GRAS), assim
como o método de producéo das particulas ou capsulas que possa ser introduzido em produtos

alimenticios.
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Segundo Joye e McClements (2014), inumeros sdo os fatores que influenciam na
escolha de um material biopolimérico para utilizacdo como material de parede na
encapsulacdo, dentre eles destacam-se (i) propriedades funcionais e fisico-quimicas das
particulas desejadas, como tamanho, polaridade, permeabilidade e perfil de liberacdo; (ii)
propriedades do biopolimero, como exemplo, polaridade e solubilidade; (iii) natureza do
agente a ser encapsulado (estabilidade). Dentre os materiais de parede mais estudado estdo o
alginato de sodio e célcio, goma gelana e xantana, carragena, quitosana, amido e outros
polimeros emergentes, sendo que seu uso mais apropriado deve ser adequado para a técnica a
ser empregada (TA et al., 2021).

O alginato de sodio é definido como um polimero de aglcar anidnico com cadeia
linear de mondmeros de acido B-D-manurdnico e acido a-L-gulurénicos que se agrupam
formando os homo ou heteropolissacarideos. Sdo produzidos atraveés da fermentacdo por
microrganismos do género Azotobacter spp. e Pseudomonas spp. e tem a capacidade de
formar géis insoluveis em cloreto de célcio, que ao entrarem em contato com este, os ions de
calcio se ligam aos grupos carboxilas da cadeia dos &acidos gulurdnicos formando géis,
portanto denomina-se de gelificacdo idnica (LEE et al., 2012; ZIKMANIS et al., 2020). Do
ponto de vista da industria alimentar, o alginato é amplamente utilizado devido a sua natureza
ndo tdxica, biodegradavel e a capacidade de modificacdo nas propriedades reoldgicas, por isso
é usado como aditivo alimentar na funcdo de estabilizante e gelificante (ETCHEPARE et al.,
2016; RATHER et al., 2017; ZIKMANIS et al., 2020). Além do mais pode ser usado com
diferentes técnicas de encapsulacdo (LOPES et al., 2019; KIM et al., 2020; ROMERO-
CHAPOL et al., 2022; LI et al., 2023).

O mecanismo de encapsulacdo pode ser definido em trés etapas: (i) formagdo da
parede ao redor do agente ativo; (ii) garantir o ndo vazamento do agente encapsulado; (iii)
proporcionar a exclusdo dos materiais indesejaveis (FANG e BHANDARI, 2010; ZUIDAM e
SHIMONI, 2010). Segundo Terpou et al. (2019), foram relatados diversos tipos de técnicas
para encapsulacdo de probioticos como freeze-drying, spray-drying, separacdo de fases,
emulsificacdo, extrusdo e processo de revestimento.

A técnica de gelificacdo idnica é comum tratando-se de microencapsulacdo para
geracdo de microparticulas (SANDOVAL-MOSQUEDA et al., 2019; LOPES NETO et al.,
2021; PANDEY et al., 2021), além disso, Polleto et al. (2019) afirmaram que esta técnica ndo
proporciona riscos severos ao composto ativo como altas temperaturas e solventes quimicos,
além de ser considerada uma técnica de baixo custo, simples e facilmente acessivel. A

encapsulacao atraves da técnica de gelificacdo idnica com alginato de sodio é vista como uma
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das mais usuais pela industria. Entretanto, o gel formado é poroso e tolera a permeabilidade
da umidade e de fluidos gastricos e intestinais, que por sua vez, provoca diminuigdo na
protecdo da capsula formada, deixando o composto ativo vulneravel (L1U et al., 2017).

Diante disso, pesquisas vém sendo desenvolvidas para suprir a deficiéncia principal do
alginato, a alta porosidade. Estudos de encapsulacdo de probidticos utilizando alginato com
diferentes polimeros ja foram relatados, por exemplo, por Bekhit et al. (2016) com amido, De
Prisco et al. (2017) com quitosana, Kim et al. (2020) com extrato de raiz de chicoria e Luca e
Orian et al. (2021) com inulina e oligofrutose. Pelo fato da grande maioria dos alginatos
provir de fontes vegetais e estar associada a limitagdes como possibilidade de provocar danos
as bactérias além de ndo serem fontes digeriveis por elas, a atencdo esta voltada para a
obtencdo de polissacarideos a partir de fontes biologicas (URTUVIA et al. 2017; VETRIK et
al., 2018) como os exopolissacarideos.

Os exopolissacarideos, tem se destacado pela ampla area de aplicagdo, por
funcionarem como protetores de probidticos frente as condi¢Bes gastricas severas, utilizados
como melhoradores de reologia e textura em produtos alimenticios, bem como propriedades
antioxidantes, anticoagulantes e antitumorais (ZHAO et al., 2016; RAJOKA et al., 2018;
ZHOU et al., 2019).

Além dos beneficios anteriormente citados dos exopolissacarideos, sua utilizacdo
como recobrimento de capsulas de alginato de sddio contendo probidticos pode garantir o
aumento da estabilidade das capsulas formadas, e consequentemente, maior sobrevivéncia do
agente ativo, principalmente pela diminuicdo dos poros do alginato. A técnica de
recobrimento tem demonstrado eficiéncia na taxa de sobrevivéncia de probidticos quando se
utilizou quitosana e fitato de s6dio na encapsulacdo de Lactobacillus pentosus (WANG et al.,
2019). Anselmo et al. (2016) relataram que recobrimento de cépsulas de alginato com
quitosana aumentou a sobrevivéncia de microrganismos probioticos frente aos sais biliares e
condicBes acidas. Por fim, os autores ainda evidenciaram que o recobrimento foi responsavel
por promover uma protecdo adicional a0 microrganismo e que esta técnica pode ser Util na
encapsulagdo de probidticos com diversos polimeros. A vantagem do EPS na
microencapsulacdo pode estar relacionada aos beneficios resultantes da rapida producdo a
partir da utilizacdo de residuos industriais como fonte de carbono. Entretanto, a caréncia de
estudos com a utilizacdo de EPS, proveniente do processo fermentativo utilizando o soro
como substrato, na encapsulagdo de bactérias probidticas constitui tema com potencial de

exploracdo por novas pesquisas cientificas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. LOCAL DE PESQUISA

A producdo e caracterizacdo fisico-quimica do soro de leite de vaca foram realizadas
nos Laboratdrios de Processamento de Alimentos e de Analises Fisico-Quimicas,
respectivamente. Os experimentos microbioldgicos foram efetuados no Laboratdrio de
Microbiologia, todos pertencentes ao Centro de Tecnologia e Desenvolvimento Regional
(CTDR) da Universidade Federal da Paraiba — UFPB. As analises de microestrutura das
capsulas e as analises de caracterizacdo fisico-quimica do EPS-LN60 foram realizadas no
Laboratdrio de Metais e Laboratério de Solidificacdo Rapida (LSR) no Centro de Tecnologia
— UFPB, exceto a andlise de composi¢do de monossacarideos que foi realizada no Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana — UFPR. A analise
de citotoxicidade do EPS-LNG60 foi realizada no Laboratorio de OncoFarmacologia do Centro
de Ciéncias da Saude — UFPB. A producdo das cépsulas contendo LA-3 foi realizada no
Laboratério de Microbiologia — CTDR/UFPB.

3.2.  MATERIA-PRIMA, REAGENTES E CULTURA BACTERIANA

O leite de vaca pasteurizado utilizado foi proveniente da empresa Beténia Lacteos S.A,
localizada no municipio de Fortaleza, Ceara, Brasil. O soro de leite foi obtido a partir da
fabricacdo do queijo minas frescal, sem adicdo de culturas laticas. Além disso, cloreto de calcio
40% (v/v) (Rica Nata, Piracema, Minas gerais, Brasil) e coagulante (Ha-la, Chr. Hansen,
Valinhos, Séo Paulo, Brasil) foram utilizados. A cultura probi6tica utilizada para fermentacdo do
soro foi Lactiplantibacillus plantarum DF60Mi isolada de Furtado et al. (2014) e cedida em
colaboracéo pela Universidade de Séo Paulo, e registrada no Patrimdnio Genético do Brasil
(SISGEN) sob codigo A5C7E65, NaOH (Neon, Suzano, Sdo Paulo, Brasil) e HCI (Quimica
Moderna, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) para ajuste de pH. Os materiais utilizados para a
encapsulagdo de Lactobacillus acidophilus LA-3® (Sacco, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) foram

alginato de sddio (Ultrapan, Valinhos, Sdo Paulo, Brasil), cloreto de célcio di-hidratado (CaClz2)
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(Quimica moderna, Barueri, Sdo Paulo, Brasil), citrato de sodio P.A (Synth, Diadema, Séo Paulo,
Brasil) e 0 EPS-LNG60 obtido neste estudo.

3.3. FERMENTACAO DO SORO DE LEITE

3.3.1. Reativacdo de L. plantarum DF60MIi e L. acidophilus LA-3

O processo de reativacdo da cultura L. plantarum e L. acidophilus mantida em glicerol
foi adaptado de Gebara (2015) e Silva (2016). Reativou-se a cultura mantida em glicerol em
caldo deMan, Rogosa e Sharpe (MRS) (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parand, Brasil),
transferindo-se 100 pL da cultura para 5 mL de meio e incubando-se a 37 °C por 24 h. Em
seguida, transferiu-se, mantendo a mesma propor¢éo, a cultura do primeiro repique para um
tubo contendo volume maior de caldo MRS, e incubou-se sob as mesmas condicdes, seguido
da centrifugacdo a 6500 rpm em centrifuga (6428 x g) (Modelo: 5430R, Eppendorf,
Hamburgo — Alemanha) a 4 °C por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se
0 pellet com mesmo volume de &gua peptonada 0,1% (p/v) (Kasvi, Sdo José dos Pinhais —
PR).

3.3.2. Enumeracéo da cultura bacteriana

A enumeracao de células viaveis de L. plantarum DF60Mi e L. acidophilus LA-3 foi
realizada em superficie pela técnica de microgota, em agar MRS, através de diluicdes
decimais seriadas utilizando agua peptonada 0,1% (p/v). As placas foram incubadas a 37 °C
por 72 h em jarras de anaerobiose (Permution, Curitiba — PR) com auxilio de vela (IDF,
1995).

3.3.3. Preparo do soro de leite
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O soro de leite obtido a partir da fabricagdo de queijo Minas frescal em escala
laboratorial (SILVA, 2005) foi tratado a fim de se obter um substrato livre de possiveis
contaminantes durante a etapa de fermentacdo conforme adaptacédo de Prathima et al., 2014. O
soro obtido foi centrifugado a 6500 rpm (6428 x g) a 4 °C durante 10 min para auxiliar na
remocdo de gordura. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em tecido tipo voil estéril e o pH
foi ajustado para 4,3 com auxilio de solucéo esterilizada de HCl a 1 M (Quimica Moderna,
Barueri, Sdo Paulo, Brasil), a fim de precipitar a caseina residual. Posteriormente, realizou-se
0 tratamento térmico com vapor fluente a 100 °C durante 30 min e pressdo atmosférica.
Entdo, centrifugou-se novamente sob as mesmas condi¢cGes para retirar as proteinas
precipitadas pela acdo do calor. Apds o tratamento, o pH foi ajustado para 6,5 - 6,8 com
auxilio de solucdo de NaOH a 1 M (Neon, Suzano, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se, assim, o
soro tratado. Os soros, in natura (T1) e apds tratamento (T2), foram analisados quanto as
caracteristicas fisicas e quimicas: pH, teor de gordura (%); acidez titulavel (g acido latico/ 100
mL), teor de proteinas (%), residuo mineral fixo (%), umidade (%) e extrato seco total (EST)
(AOAC, 2019).

3.3.4. Condic0es de cultivo

Inicialmente, a cultura L. plantarum DF60Mi foi reativada conforme item 3.3.1,
padronizada com densidade Optica de 1,5 a 1,6 a 600 nm lida em espectrofotdmetro
(Eppendorf BioSpectrometer® Basic, Hamburgo, Alemanha). A partir deste concentrado,
cerca de 6% (v/v), foi adicionado em 1 L de soro tratado, conforme item 3.3.2, adicionado de
2% (p/v) de glicose (Dinamica, Diadema, S&o Paulo, Brasil), sendo incubado a 37 °C pelo
periodo de 48 h (Cerning et al., 1992). A viabilidade celular e 0 pH foram monitorados
durante o processo de fermentagdo nos tempos 0, 24 e 48 h. O tempo de fermentacdo foi
definido através da literatura e testes preliminares a fim de evitar a degradacdo do EPS

produzido.

3.3.5. Obtencéo e Purificagdo do EPS-LNG60
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O processo de extracdo consistiu em submeter o soro fermentado ao banho
ultrassénico durante 30 min, a fim de romper as células bacterianas que possivelmente
produziriam exopolissacarideos do tipo capsular. Em seguida, o pH foi ajustado proximo da
neutralidade (7,0) com solucdo de NaOH a 1 M. O soro fermentado foi submetido ao calor
(vapor fluente, 1 atm, 100 °C/ 30 min) para inativacdo de possiveis enzimas que viessem a
degradar acUcares e proteinas. Em seguida, o soro foi centrifugado a 6500 rpm (6428 x Q)
(Modelo: 5430R, Eppendorf, Hamburgo — Alemanha) a 4 °C por 10 minutos. Foi adicionado
alcool a 96 °GL a -20 °C na proporc¢do de 1:2 (v/v) ao sobrenadante. A mistura foi agitada
manualmente e acondicionada a -20 °C durante 24 h para precipitacdo do EPS. O precipitado
foi recolhido por centrifugacdo sob as mesmas condi¢des ja mencionadas, seguindo para a
dialise utilizando membrana de celulose de 3 kDa (Sigma, Missouri — EUA) contra agua
destilada durante 48 h, sendo necessaria a troca da agua a cada 12 h. O exopolissacarideo
umido purificado foi liofilizado (Freeze-drier, Liobras, Model: L101, Sdo Carlos, Séo Paulo,
Brasil) a — 34 °C e 280 micrdmetros de mercurio (umHg) durante 2 dias e utilizado para
analise posterior (ALMEIDA JUNIOR et al., 2015; CERNING et al., 1992; NGUYEN et al.,
2018; GEEL-SCHUTTEN et al., 1998).

3.4. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EPS-LN60

3.4.1. Rendimento, teor de aglicares totais e proteinas

O rendimento foi obtido através da concentracdo do exopolissacarideo purificado
liofilizado em mg por litro de soro de leite (mg/L). O extrato foi analisado quanto ao conteudo
de acgucares totais conforme método de antrona (HEDGE e HOFREITER, 1962), usando
glicose como padrdo. O teor de proteinas foi estimado de acordo com o método de micro-
Kjeldahl (AOAC, 2019).

3.4.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1AZAA_enBR747BR748&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi73IGn8uXYAhWKF5AKHUUnCkMQmxMIswEoATAQ
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A andlise de FTIR é uma ferramenta essencial para identificar as frequéncias
vibracionais das moléculas que ao absorverem a radiacéo tendem a sofrer reac6es de transicédo
vibracional e/ou rotacional que permitem identificar os tipos de ligacGes quimicas presentes
no material (MISHRA e JHA, 2009). Os grupos funcionais foram analisados pela
espectroscopia de infravermelho com transformacdo de Fourier (FTIR), de acordo com a
metodologia proposta por Li et al. (2014), na qual a amostra (1 mg) é misturada com 100 mg
de Kbr e escaneada de 500 — 4000 cm™,

3.4.3. Analise de termogravimetria (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O comportamento térmico do exopolissacarideo foi determinado através de
termogravimetria e analise calorimétrica diferencial. A termogravimetria envolve a aplicacédo
de temperaturas de 30-500 °C sob atmosfera de nitrogénio, a uma velocidade de cerca de 10
°C/ min a fim de determinar a perda de peso.

A andlise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), a qual estuda a variacdao da
entalpia com inducdo de calor (AHMED et al., 2013), ou seja, a propriedade térmica do EPS,
foi realizada utilizando 5 mg da amostra purificada em uma bandeja de aluminio, a qual foi
selada e analisada. Os pontos de entalpia e de fusdo foram determinados a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/ min até temperatura maxima de 400 °C (WANG et al., 2010).

3.4.4. Analises de monossacarideos

A composicdo de monossacarideos foi determinada em amostra do EPS purificado (2
mg) através da hidrélise com solucdo de &cido trifluoracético (1 mL) a 2 M (100 °C/ 8 h), e
posteriormente reduzidas com solucdo de NaBHs (WOLFROM; THOMPSON, 1963a) e
acetiladas com &cido aceético anidrido-piridina (1:1, v/v) (WOLFROM; THOMPSON, 1963b).
Por fim, as misturas de acetado de aldiol resultantes foram examinadas através de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massa (CG-MS) (Varian lon-Trap 2000R,
Santa Clara, EUA), usando coluna DB225 (30 m x 0,25 mm, Agilent Folsom, EUA)
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programada para 50-220 °C a 40 °C/ min, e hélio como géas de arraste. Os componentes foram
identificados pelo tempo de retencdo tipicos de impacto de elétrons e foram expressos em
porcentagem de cada acgucar presente na amostra (JANSSON et al., 1976). Utilizou glicose,
xilose, arabinose, galactose, lactose, sacarose, ramnose, frutose, manose, inositol como
padrdes analiticos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

3.4.5. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura foi analisada através da microscopia eletrénica de varredura (MEV)
com detector eletrossecundario, Modelo LEO 1430 (Zeiss, Goettingen, Alemanha). Cerca de
5 mg da amostra, purificada e liofilizada, foram dispostos em papel adesivo de carbono e
cobertos com ouro 200 A (&ngstrom) e submetidos a uma tensdo de aceleracdo de 10 kV. A
distancia de trabalho foi de 10 mm conforme adaptado de Castro-Cislaghi et al. (2012) e
Wang et al. (2015).

3.5. BIOATIVIDADE DO EPS-LN60

3.5.1. Escore de atividade prebidtica

A multiplicacdo da cultura probiotica na presenca do EPS-LN60 foi determinada de
acordo com a metodologia adaptada de Huebner et al. (2007) e de Lee et al. (2021). Ainda de
acordo com os autores a atividade prebiotica reflete a aptiddo do substrato de suportar a
multiplicacdo de bactérias probioticas frente as entéricas, como a espécie Escherichia coli,
comparada a multiplicagdo em substrato ndo-prebiotico (glicose).

As culturas probioticas (DF60Mi e LA-3) foram reativadas de acordo com o item
3.3.1. A cepa E. coli 8739 foi reativada em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Kasvi, S&o José
dos Pinhais, Parana, Brasil) seguindo o mesmo procedimento. O teste consistiu em adicionar
1% (v/v) da cultura reativada nos tubos contendo caldo MRS (DF60Mi e LA-3) ou caldo M9
(KH2PO4 — 15 g/L; Nacl - 2,5 g/L; NaoHPO4 — 33,9 g/L; NH4Cl - 5,0 g/L) (E. coli) com 1%
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(p/v) de glicose ou 1% (p/v) de EPS ou do frutooligossacarideo (FOS) (Orafti® P95 Beneo,
Mannheim, Germany). O FOS foi utilizado com o controle positivo, enquanto que a glicose
foi usada como substrato ndo-prebidtico. Os tubos foram incubados a 37 °C em anaerobiose e
apos 0, 24 e 48 h retirou-se aliquotas para enumeracdo em agar MRS (LA-3) ou &gar TSA
(Tryptic Soy Agar, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) (aerobiose) (E. coli 8739), 37
°C/ 48 h.

Os substratos com alta taxa de atividade prebidtica sustentam, em geral, a
multiplicacdo das bactérias probidticas, com densidades celulares (UFC/mL) comparaveis
aquelas quando cultivadas em glicose. O escore da atividade prebiética foi definido de acordo
com a Equacéo 1.

{(probic')tico log UFC mL™! no prebidtico a 48 h - probidtico log UFC mL ! no prebiotico a 0 h)

(probidtico log UFC mL 'em glicose a 48 h - probidtico log UFC mL ' em glicose a 0 h)

(E.colilog UFCmL™ no prebiético a 48 h — E.colilog UFCmL™! no prebiético a 0 h)

} (Eq. 1)

(E.colilogUFCmL™1 em glicose a 48 h — E.colilogUFCmL™1 em glicose a 0)

3.5.2. Determinacéo da atividade antioxidante

3.5.2.1. Método poder antioxidante redutor férrico

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) é definido pela reducdo do
complexo Fe* a Fe*? na presenca de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) e de uma
substancia com capacidade antioxidante em ambientes acidos (Benzie e Strain, 1996).
Inicialmente, prepararam-se as solugdes de TPTZ a 10 mM (Dindmica, S&o Paulo, Brasil)
diluido em uma solucdo de HCI a 40 mM (Quimica Moderna, Sdo Paulo, Brasil); cloreto
Férrico a 20 mM (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil); tampédo acetato a 0,3 M, pH 3,6; sulfato
ferroso a 2 mM (Dinamica, S&o Paulo, Brasil).

O reagente FRAP foi preparado a partir da mistura das solucgdes de tampé&o de acetato
a 0,3 M, de TPTZ a 10 mM e de cloreto férrico a 20 mM na proporcao de 10:1:1. Cerca de 2,7
mL do reagente FRAP foram adicionados a 120 pL de solucdo de EPS (1 mg/mL) e
submetidos a 37 °C/ 10 min. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro sob
comprimento de onda de 593 nm apo6s 30 min, usando o reagente FRAP como branco. A

curva de calibracdo foi determinada com auxilio do reagente sulfato ferroso (FeSOa) (Synth,
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Sdo Paulo, Brasil) com concentragdes que variaram de 500-2000 mM. O resultado foi
expresso em pmol FeSO4/ g de amostra (ALCANTARA et al., 2019; RUFINO et al., 2006).

3.5.2.2. Poder redutor total

A atividade redutora total do EPS-LN60 foi avaliada de acordo com Kruni¢ e Rakin
(2022) com adaptagdes. O EPS-LN60 (1 mg/mL) foi solubilizado na proporc¢éo de 1:2,5:2,5
com solugdo de tampdo fosfato de sodio (NaH2PO4) (Exddo Cientifica, Sdo Paulo, Brasil) (0,2
M pH 6,6) e solugdo de ferricianeto de potéssio (Ks[Fe(CN)e]) (Synth, S&o Paulo, Brasil)
(1%, p/v). A mistura foi incubada em banho-maria a 50 °C por 30 min. Apds o resfriamento, a
solucdo de &cido tricloroacético (TCA) (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil) (10%, p/v) foi
adicionada na mesma proporgéo e entdo a mistura foi centrifugada a 2.000 x g por 10 min.
Apbs a centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de agua ultrapura e 200
pL de uma solugéo de cloreto de ferro 111 (FeClz) (Synth, S&o Paulo, Brasil) (1% p/v). Apos
10 min, a absorbancia foi medida a 700 nm usando um espectrofotometro UV-Vis (Drawell-
DU 8200, Shanghai Drawell Scientific Instrument Co., Ltd.) e 4gua destilada foi usada como

branco.

3.5.3. Auvaliagdo de citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais humanas

O ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio) foi utilizado para avaliar a citotoxicidade do EPS-LNG60 frente as linhagens
de células tumorais de carcinoma colorretal (HCT-116), melanoma (SK-MEL-28) e
adenocarcinoma de mama (MCF-7), e ndo tumorais de queratindcitos (HaCaT). O método
consiste na avaliacdo da viabilidade e proliferacdo celular através da atividade redutora de
desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983).

As células foram semeadas em placas de 96 pogcos em uma concentracio de 3x10°
células/mL. Apos 24 horas, as células foram incubadas com diferentes concentragdes do EPS-
LNG60 testadas com base na literatura (50, 100, 200, 400 ou 800 pg/mL) por 72 horas.
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Apos o periodo de incubacéo, foi retirado o sobrenadante e adicionada uma solucéo de
MTT (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As placas foram incubadas por 4
horas adicionais, entdo 100 pL de 10% de uma solucdo de dodecil sulfato de sodio e acido
cloridrico (SDS-HCI) foram adicionados e os cristais de formazana produzidos e mantidos
overnight para dissolugdo. A absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro (leitor de
microplacas BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda
de 570 nm. Foram realizados trés experimentos independentes em quadruplicata e os dados
foram expressos como media do percentual de viabilidade celular + e.p.m (erro padrdo da

média).

3.6. ENCAPSULACAO

3.6.1. Preparo das solucgdes de reagentes

Solugbes-mée de alginato de sodio a 4% (p/v) e solucédo de cloreto de sodio a 4% (p/v)
foram preparadas com agua deionizada, mantidas sob agitacdo constante, posteriormente
esterilizadas em autoclave a 121 °C. As soluces de EPS-LN60 a 0,5 e 1,0% (p/v) foram
preparadas com vidrarias e agua destilada estéreis, filtradas em membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) com diametro de 0,22 um (Bonna-Agela, Delaware, EUA). O
probidtico foi adicionado diretamente na solucéo biopolimérica.

3.6.2. Gelificacao I6nica

Cépsulas de géis foram formadas a partir do gotejamento por seringa da solucgdo
biopolimérica contendo o LA-3 sobre uma solucdo aquosa de cloreto de célcio (CaCl,) a 4%
(p/v) sob fraca agitacdo, conforme adaptacdo de Lopes Neto et al. (2021). A concentragéo de
LA-3 utilizada foi estabelecido de acordo com a densidade 6tica de 1,5-1,6 que corresponde a
8-9 Log UFC/mL. As solucbes biopoliméricas foram gotejadas com auxilio de seringa com

saida da agulha de dimensdes 0,70/ 25 mm. Apds ficarem imersas na solucao de CaCl por 30
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min as capsulas foram coletadas por filtracdo com papel de filtro qualitativo 18 cm de
didmetro (Qualy, Fortaleza, Ceard, Brasil). Uma porcdo das cépsulas foi reservada e
denominadas de FO. Em seguida, as demais foram imersas em solucfes de EPS-LN60 a 0,5%
(F1) e 1,0% (F2) sob fraca agitacdo por 30 min, atuando como agente de cobertura e foi feita
a filtragdo conforme ja mencionado. Por fim, as capsulas (FO, F1 e F2) foram mantidas a 37
°C por 2 h a fim de diminuir o teor de 4gua nas capsulas.

As capsulas imidas produzidas foram armazenadas a 4 £ 2 °C para acompanhamento

da viabilidade (Log UFC/g) durante 0, 5, 10, 15 e 20 dias e para demais analises.

3.6.3. Microscopia Otica (MO)

Analisou-se a microestrutura das cépsulas Umidas através de microscépio dptico
(Leica DM1000, Wetzlar, Alemanha) e lupa (Leica S9i, Wetzlar, Alemanha) seguindo
metodologia adaptada de Lopes Neto et al. (2021).

3.6.4. Exposicao as condic¢des gastricas simuladas

A analise foi adaptada de Minekus et al. (2014) e Brodkorb et al. (2019). As condicdes
de analise estdo descritas na Tabela 1. As etapas sdo constituidas da fase oral (boca), gastrica

(esdfago-estdbmago) e intestinal (duodeno e ileo).

Tabela 1 — Condigdes para analise de simulacdo das condicBes gastricas

Etapa Enzimas Agitacdo (rpm) pH Tempo (min)
Oral a-amilase 200 6,9 2
55 10
4,6 10
3,8 10
Gastrica Pepsina 130 2,8 20

2,3 20
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2,0 20
Pancreatina + 50 30
Intestinal sais biliares 45 6,5 60

Fonte: Adaptado de Minekus et al., 2014.

Na fase oral utilizaram-se 2,5 g de capsulas Umidas e adicionou-se 0,25 mL da solucéo
da enzima alfa-amilase (A3176, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) obtida pela diluicdo em agua
estéril na proporcdo de 0,15% (p/v) e 2 mL do fluido salivar simulado que foi preparado
conforme descrito na Tabela 2. Em seguida, foram adicionados 12,5 pL da solucéo de CacCl;
(H20)2 (0,3 M) e 0,238 mL de &gua estéril completando o volume total de digestdo para 5 mL.
A mistura foi incubada em estufa com agitacéo orbital e rotagdo de 200 rpm a 37 °C/ 2 min.

Tabela 2 — Preparacdo dos fluidos de digestdo simulados

Substancias Fluido Salivar Fluido Géstrico Fluido Intestinal
Simulado Simulado Simulado
(pH 7,0)* (pH 3,0)* (pH 7,0)*
KCI (0,5 M) 3,775 1,175 1,700
KH2PO4 (0,5 M) 0,925 0,225 0,200
NaHCO; (1 M) 1,700 3,130 10,630
MgCI.CO3 (0,15 M) 0,125 0,100 0,275
(NH4)2CO3 (0,5 M) 0,015 0,125 -
HCI (6 M) 0,023 0,325 0,175
Nacl (2 M) - 2,950 2,400
Agua 93,437 91,970 84,620
Total (mL) 100 100 100

Adaptado de Minekus et al. (2014). - Nao adicionado. *Os volumes foram calculados para um volume final de

100 mL para cada fluido simulado.

Na etapa gastrica foi utilizada agua estéril para preparacdo da solucdo da enzima
pepsina (P7000, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) na propor¢do de 3,2% (p/v). A partir do
volume da etapa oral (5 mL), na fase gastrica foram adicionados 4 mL de fluido gastrico
simulado, 2,5 pL da solugédo de CaClz (H20)2 (0,3 M) e 0,25 mL da solucéo de pepsina, acido
(HCI 6 M) para reducdo do pH e agua, totalizando volume final de digestdo de 10 mL. A
mistura foi incubada em estufa incubadora com agitacdo orbital e rotagdo de 130 rpm e 37 °C.
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Na etapa intestinal foi utilizado o fluido intestinal simulado como diluente das
solugdes de bile (0,16%, p/v) (B8756, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e pancreatina (0,4%,
p/v) (P7545, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A partir do volume da etapa gastrica (10 mL),
nesta fase foram adicionados 4,25 mL de fluido intestinal simulado, 20 pL da solucdo de
CaCl, (H20)2 (0,3 M) e 2,5 mL da solucdo de pancreatina, 1,25 mL da solucdo de bile, base
(NaOH 1 M) para elevar o pH e agua, totalizando volume final de digestdo de 20 mL. A
mistura foi incubada em estufa incubadora com agitacdo orbital e rotagcdo de 45 rpm a 37 °C.

O probiotico foi liberado das capsulas utilizando citrato de soédio (0,06 mol/L) e
submetendo a agitacdo magnética (120 rpm) a 37 °C/ 30 min em estufa incubadora com
agitacdo orbital. A enumeracdo do probidtico foi realizada ao inicio do processo e apds o
periodo de exposicdo em cada fase da simulacéo, retirando assepticamente uma aliquota da
mistura que foi analisada conforme item 3.3.2 a fim de estimar a porcentagem de
sobrevivéncia do probioético (LA-3). O controle para cada formulacdo foi feito com as
capsulas mantidas a 37 = 2 °C sem submeté-las as condi¢des gastrointestinais simuladas,
denominado de ndo-submetido (NS).

Todas as solugbes enzimaticas foram preparadas no momento da analise e esterilizadas
através de membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com didmetro de 0,22 um (Bonna-
Agela, Delaware, EUA). Todas as solugdes foram mantidas em banho de gelo durante todo o

periodo da simulacéo.

3.7.  ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram executados em triplicata e 0s resultados expressos como
média seguida do desvio padrdo. Estes foram submetidos a andlise de variancia univariada
(ANOVA) a fim de verificar se houve diferencas significativas (p<0,05) entre valores
encontrados e o teste de Tukey foi empregado para comparacdo das medias. Foi utilizado o
programa GRAPHPAD prisma, versdo 8.0.
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4 RESULTADOS

O projeto de tese em questdo gerou dois artigos que foram submetidos em revistas de
alto impacto na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Ademais, foram submetidos e
aprovados trés capitulos de livro referente ao presente trabalho.

Capitulo I: Caracterizacao fisico-quimica de soro de queijo caprino sob diferentes
tratamentos fisicos. Submetido ao Il Congresso Brasileiro Online de Ciéncia dos Alimentos
(2022).

Capitulo Il: Desenvolvimento de soro de queijo bovino desproteinizado como
substrato para producdo de exopolissacarideos (EPS) microbiano. Submetido a Il Semana
Nacional da Microbiologia de Alimentos na Industria (2022).

Capitulo I1I: Influéncia do tempo fermentacdo na viscosidade dos soros de leite
bovino e caprino utilizando Lactiplantibacillus plantarum CNPCO001. Submetido a VIII

Encontro Nacional de Agroindustria (2022).
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CARACTERIZACAO DE EXOPOLISSACARIDEO OBTIDO A PARTIR DA
FERMENTACAO DE SORO DE LEITE POR Lactiplantibacillus plantarum DF60Mi

RESUMO

O exopolissacarideo (EPS) é um polimero composto por unidades de monossacarideos
produzidos por plantas, fungos e bactérias. A utilizacao do soro de leite como meio de cultura
alternativo para fermentacdo por bactérias laticas possibilita a geracdo de novos produtos
(EPS) e evita danos ambientais e econdémicos. Este trabalho teve como objetivo caracterizar o
exopolissacarideo obtido da fermentacdo do soro de leite (EPS-LN60) por Lactiplantibacillus
plantarum DF60Mi a fim de identificar suas propriedades fisicas e quimicas. O EPS foi
caracterizado em termos de acUcar total, proteina, rendimento, FTIR, termogravimetria,
calorimetria, composi¢do monossacaridica, microscopia optica e MEV. O rendimento de EPS
obtido foi de 777 mg/L, 43,78% de acUcares totais e 1,82% de proteinas. O EPS apresentou
superficie porosa e formato de folha indicando potencial aplicacdo para alteracGes reoldgicas
em alimentos. O espectrograma EPS-LN60 apresentou ligacdes e grupos funcionais
semelhantes a identidade dos polissacarideos e o termograma apresentou elevada estabilidade
térmica (310 °C). Os monossacarideos encontrados no EPS-LN60 foram galactose (51,1%),
manose (22,9%), glicose (20,8%) e ramnose (5,2%). Os resultados obtidos neste estudo
confirmaram a presenca de um heteropolissacarideo com alto rendimento e alta temperatura
de degradacdo proveniente da fermentacdo do soro de leite. Portanto, pode-se vislumbrar a
utilizacdo do EPS como potencial ingrediente a ser explorado pela indUstria alimenticia.

Palavras-chave: Subproduto; bactérias; composic¢do quimica; agtcares.

1 INTRODUCAO

Os exopolissacarideos (EPS) sdo polimeros de agucares, provenientes de algas, fungos
ou bactérias, ndo-toxicos, naturais e geralmente de alto peso molecular, podendo estar
aderidos & superficie celular ou serem excretados para o meio (Zhao e Liang, 2022). O EPS
microbiano pode ser classificado em homopolissacarideo (HoPS) composto por um tipo de
monossacarideo e heteropolissacarideo (HePS) composto por dois ou mais monossacarideos
diferentes (Lynch et al., 2018).

Sabe-se que a sintese do EPS bacteriano estd relacionada a adaptacdo do micro-
organismo as condicdes de producédo (Zhang et al., 2020), e pela codificacdo para biossintese
de EPS por diferentes genes que formam varios agrupamentos presentes dentre os genomas de
bactérias laticas (Deo et al., 2019). Sua busca tem sido evidenciada pela inddstria alimenticia
por ser eficaz na alteragc@o proposital dos alimentos nos aspectos reoldgicos, sensoriais (Daba
et al., 2021) e de biofuncionalidade. Ja é provado que 0s géneros Lactococcus spp.,
Leuconostoc spp., Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. sdo capazes de produzi-los (Jiang
e Yang, 2019).
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A espécie L. plantarum tem visibilidade pela capacidade de fermentar diferentes
fontes de carbonos, gerando uma infinidade de compostos, sob condi¢bes especificas de
crescimento, que pode ter aplicabilidade tecnoldgica e funcional pelas industrias alimenticias.
Sdo exemplos de metabdlitos secundarios as bacteriocinas e 0s exopolissacarideos (Zannini et
al., 2016). Entretanto, o EPS produzido varia de acordo com os pardmetros de fonte de
carbono, nitrogénio, tempo e temperatura de incubacdo e meio de cultura utilizado (Zhang et
al., 2020).

O soro de leite € um liquido translucido de cor esverdeada, remanescente da producédo
de queijo, no qual € retirada a maior fracio de gorduras e proteinas. E considerado um dos
subprodutos mais gerados pela industria de laticinios, o qual possui alta demanda bioguimica
de oxigénio (DBO) e geralmente é descartado de forma inadequada, apesar de ser rico em
nutrientes (Sharma, Trivedi, Gat, 2017).

Os principais constituintes do soro de leite sdo a dgua, em maior quantidade, lactose,
quantidades pequenas de amino&cidos, gorduras e sais minerais (PUENTES et al., 2022).
Devido a isso, o soro de leite pode ser considerado um possivel meio de cultura para
utilizacdo por bactérias acido laticas (LAB), principalmente do género Lactobacillus spp.,
visando a produc¢do de novos produtos alimenticios.

Diante disso, o trabalho objetivou caracterizar o exopolissacarideo (EPS) obtido a
partir da fermentacdo de soro de leite por Lactiplantibacillus plantarum DF60Mi. Para isso,
foi determinado a composicdo fisico-quimica do EPS, incluindo rendimento, proteinas,

acucares, comportamento térmico e morfologia.

2 MATERIAL E METODOS
2.1.  MATERIA-PRIMA, REAGENTES E CULTURA BACTERIANA

O leite de vaca pasteurizado utilizado foi proveniente da empresa Betania Lacteos S.A,
localizada no municipio de Fortaleza, Ceara, Brasil. O soro de leite foi obtido a partir da
fabricacdo do queijo minas frescal, sem adi¢do de culturas laticas. Além disso, o cloreto de
calcio 40% (v/v) (Rica Nata, Piracema, Minas gerais, Brasil) e o coagulante (Ha-la, Chr.
Hansen, Valinhos, Sdo Paulo, Brasil) foram utilizados. A cultura latica probidtica utilizada
para fermentacdo do soro foi Lactiplantibacillus plantarum DF60Mi isolada de leite de cabra
por Furtado et al. (2014) e registrada no Patrimdnio Genético do Brasil (SISGEN) sob codigo
A5CTEBS.
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2.2. FERMENTAQAO DO SORO DE LEITE
2.2.1. Reativago de L. plantarum DF60Mi

O processo de reativacdo da cultura L. plantarum mantida em glicerol foi adaptado de
Gebara (2015) e Silva (2016). Reativou-se a cultura mantida em glicerol em caldo deMan,
Rogosa e Sharpe (MRS) (Kasvi, S&o José dos Pinhais, Parand, Brasil), transferindo-se 100 pL
da cultura para 5 mL de meio e incubando-se a 37 °C por 24 h. Em seguida, transferiu-se,
mantendo a mesma proporcao, a cultura do primeiro repique para um tubo contendo volume
maior de caldo MRS, e incubou sob as mesmas condicdes, seguido da centrifugacdo a 6500
rpm em centrifuga (6428 x g) (Modelo: 5430R, Eppendorf, Hamburgo — Alemanha) a 4 °C
por 10 minutos. Descartou-se 0 sobrenadante, ressuspendeu-se o pellet com mesmo volume

de agua peptonada 0,1% (p/v) (Kasvi, Sdo José dos Pinhais — PR).

2.2.2. Enumeracao da cultura bacteriana

A enumeracdo de células viaveis de L. plantarum (DF60Mi) foi realizada em
superficie pela técnica de microgota, em agar MRS, através de dilui¢cbes decimais seriadas
utilizando agua peptonada 0,1% (p/v). As placas foram incubadas a 37 °C por 72 h em jarras

de anaerobiose (Permution, Curitiba — PR) com auxilio de vela (IDF, 1995).

2.2.3. Preparo do soro de leite

O soro de leite obtido a partir da fabricacdo de queijo Minas frescal em escala
laboratorial (Silva, 2005) foi tratado a fim de se obter um substrato livre de possiveis
contaminantes durante a etapa de fermentacdo conforme adaptagéo de Prathima et al., 2014. O
soro obtido foi centrifugado a 6500 rpm (6428 x g) a 4 °C durante 10 min para auxiliar na
remocao de gordura. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em tecido tipo voil estéril e o pH
foi ajustado para 4,3 com auxilio de solucédo esterilizada de HCl a 1 M (Quimica Moderna,
Barueri, Sdo Paulo, Brasil), a fim de precipitar a caseina residual. Posteriormente, realizou-se
0 tratamento térmico com vapor fluente a 100 °C durante 30 min e pressdo atmosférica a fim
de precipitar as proteinas termossensiveis do soro. Entdo, centrifugou-se novamente sob as
mesmas condi¢Oes para retirar as proteinas precipitadas pela acdo do calor. Apds o
tratamento, o pH foi ajustado para 6,5 - 6,8 com auxilio de solugdo de NaOH a 1 M (Neon,
Suzano, Sao Paulo, Brasil), obtendo-se, assim, o soro tratado. Os soros, in natura (T1) e apds
tratamento (T2), foram analisados quanto as caracteristicas fisicas e quimicas: pH, teor de
gordura (%); acidez titulavel (g acido latico/ 100 mL), teor de proteinas (%), residuo mineral
fixo (%), umidade (%) e extrato seco total (EST) (AOAC, 2019).
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2.2.4. Condigdes de cultivo

Inicialmente, a cultura L. plantarum DF60Mi foi reativada conforme item 2.2.1,
padronizada com densidade Optica de 1,5 a 1,6 a 600 nm lida em espectrofotdmetro
(Eppendorf BioSpectrometer® Basic, Hamburgo, Alemanha). A partir deste concentrado,
cerca de 6% (v/ v), foi adicionado em 1 L de soro tratado, conforme item 2.2.3, adicionado de
2% (p/v) de glicose (Dindmica, Diadema, Sao Paulo, Brasil), sendo incubado a 37 °C pelo
periodo de 48 h (Cerning et al., 1992). A viabilidade celular e o pH foram monitorados
durante o processo de fermentagdo nos tempos 0, 24 e 48 h. O tempo de fermentacdo foi
definido através da literatura e testes preliminares a fim de evitar a degradacdo do EPS

produzido.

2.2.5. Obtencéo e Purificagdo do EPS-LN60

O processo de extracdo consistiu em submeter o soro fermentado ao banho
ultrassonico durante 30 min, a fim de romper as células bacterianas que possivelmente
produziriam exopolissacarideos do tipo capsular. Em seguida, o pH foi ajustado proximo da
neutralidade (7,0) com solugdo de NaOH a 1 M. O soro fermentado foi submetido ao calor
(vapor fluente, 1 atm, 100 °C/ 30 min) para inativacdo de possiveis enzimas que viessem a
degradar acucares e proteinas. Feito isso, o soro foi centrifugado a 6500 rpm (6428 x Q)
(Modelo: 5430R, Eppendorf, Hamburgo — Alemanha) a 4 °C por 10 minutos. Foi adicionado
alcool a 96 °GL a -20 °C na proporc¢do de 1:2 (v/v) ao sobrenadante. A mistura foi agitada
manualmente e acondicionada a -20 °C durante 24 h para precipitacdo do EPS. O precipitado
foi recolhido por centrifugacdo sob as mesmas condi¢Bes ja& mencionadas, seguindo para a
dialise utilizando membrana de celulose de 3 kDa (Sigma, Missouri — EUA) contra agua
destilada durante 48 h, sendo necessaria a troca da dgua a cada 12 h. O exopolissacarideo
umido purificado foi liofilizado (Freeze-drier, Liobras, Model: L101, So Carlos, Séo Paulo,
Brasil) a — 34 °C e 280 micrdmetros de mercurio (umHg) durante 2 dias e utilizado para
analise posterior (Almeida Janior et al., 2015; Cerning et al., 1992; Nguyen et al., 2018; Geel-
Schutten et al., 1998).

2.3. CARACTERIZACAO FIiSICO-QUIMICA DO EXOPOLISSACARIDEO (EPS-
LLN60)

2.3.1. Rendimento, teor de agUcares totais e proteinas


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1AZAA_enBR747BR748&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi73IGn8uXYAhWKF5AKHUUnCkMQmxMIswEoATAQ
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O rendimento foi obtido através da concentragdo do exopolissacarideo purificado
liofilizado em mg por litro de soro de leite (mg/ L). O EPS foi analisado quanto ao contetdo
de acUcares totais conforme método de antrona (Hedge; Hofreiter, 1962), usando glicose
como padrdo. O teor de proteinas foi estimado de acordo com o método de micro-Kjeldahl
(AOAC, 2019).

2.3.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

A andlise de FTIR é uma ferramenta essencial para identificar as frequéncias
vibracionais das moléculas que ao absorverem a radiacdo tendem a sofrer reacfes de transicdo
vibracional e/ou rotacional que permitem identificar os tipos de ligagdes quimicas presentes
no material (Mishra e Jha, 2009). Os grupos funcionais foram analisados pela espectroscopia
de infravermelho de transformacéo de Fourier (FTIR), de acordo com a metodologia proposta
por Li et al. (2014), na qual a amostra (1 mg) € misturada com 100 mg de Kbr e escaneada de
500 — 4000 cm™t.

2.3.3. Analise de termogravimetria (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O comportamento térmico do exopolissacarideo foi determinado através de
termogravimetria e andlise calorimétrica diferencial. A termogravimetria envolve a aplicacdo
de temperaturas de 30-500 °C sob atmosfera de nitrogénio, a uma velocidade de cerca de 10
°C/min a fim de determinar a perda de peso.

A anélise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), a qual estuda a variacdo da
entalpia com inducdo de calor (Ahmed et al., 2013), ou seja, a propriedade térmica do EPS,
foi realizada utilizando 5 mg da amostra purificada em uma bandeja de aluminio, a qual foi
selada e analisada. Os pontos de entalpia e de fusdo foram determinados a uma taxa de

aquecimento de 10 °C/ min até temperatura maxima de 400 °C (Wang et al., 2010).

2.3.4. Analises de monossacarideos

A composicdo de monossacarideos foi determinada em amostra do EPS purificado (2
mg) através da hidrélise com solucgdo de &cido trifluoracético (1 mL) a 2 M (100 °C/ 8 h), e
posteriormente reduzidas com solucdo de NaBH. (Wolfrom; Thompson, 1963a) e acetiladas
com acido acético anidrido-piridina (1:1, v/v) (Wolfrom; Thompson, 1963b). Por fim, as
misturas de acetado de aldiol resultantes foram examinadas através de cromatografia gasosa
acoplada ao espectrdometro de massa (CG-MS) (Varian lon-Trap 2000R, Santa Clara, EUA),
usando coluna DB225 (30 m x 0,25 mm, Agilent Folsom, EUA) programada para 50-220 °C a
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40 °C/ min, e hélio como gés de arraste. Os componentes foram identificados pelo tempo de
retencdo tipicos de impacto de elétrons e foram expressos em porcentagem de cada agUcar

presente na amostra (Jansson et al., 1976).

2.3.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microestrutura foi analisada através da microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
com detector eletrossecundario, Modelo LEO 1430 (Zeiss, Goettingen, Alemanha). Cerca de
5 mg da amostra, purificada e liofilizada, foram dispostos em papel adesivo de carbono e
cobertos com ouro 200 A (&ngstrom) e submetidos a uma tensdo de aceleracdo de 10 kV. A
distancia de trabalho foi de 10 mm conforme adaptado de Castro-Cislaghi et al. (2012) e
Wang et al. (2015).

2.4, ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios de caracterizacdo fisico-quimica do soro de leite foram executados
em triplicata e os resultados expressos como a média dos dados obtidos seguido do desvio
padrdo. Estes foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de médias

t ao nivel de 5% de significancia. Foi utilizado o programa GRAPHPAD prisma, verséo 7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO SORO DE LEITE

A Tabela 1 apresenta os resultados fisico-quimicos do soro de leite in natura (T1) e
apo6s o tratamento (T2). Os soros T1 e T2 diferiram estatisticamente (p<0,05) para 0s
parametros de pH, acidez, extrato seco total (EST), gordura, cinzas e proteinas. Entretanto,
ndo se observou alteracdo significativa (p>0,05) quanto ao contetido de carboidratos.

O aumento significativo do pH para T2 esta relacionado ao ajuste efetuado durante o
tratamento do soro para valores em torno de 6,5-6,8, desejaveis para inicio do processo
fermentativo. Consequentemente, a acidez foi significativamente menor em T2 (p<0,05).

Um aumento significativo foi observado no parametro de umidade em T2 comparado
ao T1 (p<0,05). Este fato pode ser explicado pela mudancga nos pardmetros relacionados direta
e indiretamente com a umidade como, proteinas e gorduras. Carrero-Puentes et al. (2021)
encontraram valor abaixo do apresentado neste trabalho (91,79 = 0,04) para soro bovino
acido, entretanto os valores de proteinas e gorduras foram maiores, 0,85 + 0,03 e 0,55 + 0,07,

respectivamente.
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O teor de residuo mineral fixo (cinzas) diminuiu significativamente apos tratamento
(T2) (p<0,05), possivelmente pelo processo de centrifugagéo, o qual pode resultar em retirada
de alguns minerais presentes no soro. Entretanto, o teor de 0,56 + 0,02% € considerado
préximo dos valores médios encontrados em soros doces (Macwan et al., 2016; Leon-Lopez
et al., 2020). O mesmo comportamento foi observado nos teores de EST entre os tratamentos,
pois diminuiram significativamente (p<0,05) em consequéncia das varia¢fes de proteinas,

gorduras e cinzas.

Tabela 1 — Caracterizacéo fisico-quimica do soro in natura (T1) e tratado (T2)

Parametros Médias + Desvios
T1 T2

pH 6,35 + 0,022 6,50 + 0,01°
Acidez titulavel (g ac. Latico/ 100 g) 0,20 + 0,012 0,10 +£0,01°
Umidade (%) 93,15 + 0,08 93,96 + 0,022
Cinzas (%) 0,94 + 0,252 0,56 + 0,02°
Gordura (%) 0,40 + 0,012 0,05 +0,01°
Proteinas (%) 0,53 £ 0,122 0,22 +0,06°
Carboidratos (%0) 4,94 £0,172 5,20 £ 0,032
EST (%)" 6,85 + 0,082 6,04 + 0,01°

“Extrato Seco Total. Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente entre os tipos de soro (teste t,
p<0,05). T1 (soro in natura); T2 (soro tratado).

Os teores de gorduras e proteinas diminuiram significativamente (p<0,05) apds o
tratamento do soro (T2). Os valores para esses parametros apresentados neste trabalho estdo
significativamente inferiores aos encontrados na literatura (Pescuma; Valdez; Mozzi, 2015;
Ledn-Lopez et al., 2020; Carrero-Puentes et al., 2021). Esses resultados séo explicados devido
a retirada majoritaria da gordura e proteina através dos processos de filtragem (removeu
coagulos maiores de caseinas remanescentes no soro), do tratamento térmico (provocou a
precipitacdo das proteinas do soro de leite que sdo termossensiveis) e da centrifugacdo
(retirada das proteinas precipitadas pela acdo do calor e da gordura). A retirada de
macronutrientes como proteinas e gorduras foi intencional e conveniente, a fim de evitar
interferéncia no processo de extracdo e obtencdo de exopolissacarideos.

O tratamento feito com o soro (T2) ndo provocou alteracdo no contetddo de

carboidratos (p>0,05). O teor encontrado neste trabalho esta em consonéncia com Rako et al.
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(2018) que reportam teor de 5% de lactose em soro doce. Este resultado demonstra que o
tratamento é adequado uma vez que o teor de lactose, aglcar predominante no soro, é o
principal substrato utilizado pelas bactérias acido laticas no processo fermentativo (Saez-Lara
etal., 2015).

3.2. CARACTERIZACAO DO EXOPOLISSACARIDEO (EPS-LN60)
3.2.1. Rendimento, viabilidade, acUcares totais e teor de nitrogénio total

A quantidade de EPS seco encontrado foi de 777 + 0,160 mg/ L. Ja a viabilidade apos
48 h de fermentacédo foi superior a 8 Log UFC/ mL (8,73 + 0,30 Log UFC/ mL). O teor de
acucares totais e proteinas do EPS foram de 43,78 + 1,29% e 1,82 + 0,03%, respectivamente.

Vaérios estudos relatam rendimento de exopolissacarideos inferiores ao reportado neste
presente trabalho. Tsuda; Miyamoto (2010) relataram rendimento de 140 mg/ L para L.
plantarum. Gangoiti et al. (2017) identificaram a cepa CIDCA 8327 como a maior produtora
(160 mg/ L) ao estudarem diferentes cepas de L. plantarum incubadas utilizando leite
desnatado como substrato. Nambiar et al. (2018) reportaram valor de 380 mg/ L, ao avaliarem
a producdo de exopolissacarideo a partir de L. plantarum HM47. Entretanto, valor de 2324
mg/ L foi encontrado por Liu et al. (2019) a partir de L. plantarum. Este ultimo apresenta-se
superior ao encontrado neste estudo, atribuindo-se tal disparidade as condicGes de
fermentacdo empregadas, como o meio de cultura utilizado (meio sintético), além da cepa
(Duenas et al., 2003; Torino et al., 2015; Zannini et al., 2016). Outro fator preponderante é
gue guanto maior o tempo de fermentacdo maior a probabilidade de producdo da enzima
glicohidrolase, que age degradando o produto final (Hassan; Ibrahim, 2017).

E sabido que a viabilidade do microrganismo influencia na quantidade de EPS. O
presente trabalho obteve viabilidade eminente comparada a outros estudos que avaliaram
cepas da mesma espécie como YOL175 e OF101, as quais apresentaram contagens de 8,06 +
0,07 € 8,16 = 0,06 Log UFC/ mL, respectivamente (Adesulu-Dahunsi; Jeyaram, Sanni, 2018).

Os teores de agUcares totais contidos no EPS foram superiores aos relatados por
Bonfim et al. (2020) quando caracterizaram o EPS extraido de L. plantarum CNPCO003
produzido em meio MRS contendo glicose (42,48 + 0,24%) e frutooligossacarideos (36,95 +
0,24%). No entanto, Wang et al. (2014) relataram um teor acima do encontrado neste
trabalho, de cerca de 90% dos agUcares totais para EPS produzidos por L. plantarum 70810,
provavelmente devido ao alto grau de pureza. Corroborando com este estudo, ambos o0s

autores evidenciaram baixo teor de proteina (<1%).
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3.2.2. Caracterizacdo quimica

3.2.2.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

O espectro do EPS (Fig. 1) apresentou um amplo alongamento em torno da regido de
3353 cm, que esta relacionada aos trechos vibracionais de alongamento dos grupos hidroxila
de carboidratos, enquanto que, a banda vibracional em torno de 2926 cm™ é atribuida a
vibracdo de alongamento C-H assimétrico do grupo metil (Wang et al, 2019).
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Figura 1 — Espectro do FTIR do EPS-LNG60 obtido pela fermentacdo do soro de leite por L.
plantarum DF60Mi.

A absorgdo em torno de 1648 cm™ esta relacionada a vibragdo de ligagdo do grupo
carbonila (C=0) dos polissacarideos (Kavitake et al, 2016). Wang et al. (2010) relatou que a
regido abaixo de 1500 cm™ é conhecida como regido da impressdo digital de polissacarideo
onde a posicao e a intensidade das bandas caracterizam a molécula como um todo, 0 que pode
ser observado no espectro em questdo, onde a banda em torno de 1416 cm™ esté relacionada a

vibracdo da flexao da ligagdo C-H (Wei et al., 2016); j& a existéncia da banda em torno de
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1060 cm* corresponde a vibracdo de alongamento dos grupos laterais C-OH e a vibragdo do
grupo C-O-C das ligacdes glicosidicas que contribuiram para o alongamento da vibracdo dos
anéis de piranose (Wang et al., 2017).

O sinal em torno de 553 cm™ esta relacionado & formac&o do anel para o alongamento
C-C, que demostra a presenca de haletos de alquila. Resultados semelhantes a este trabalho
foram encontrados por Shankar et al. (2021) ao avaliarem o potencial biomédico e terapéutico
de polimeros de agUcares produzidos por L. paracasei.

Logo, os resultados de FTIR indicam que a forma espectral do EPS estd de acordo

com as propriedades dos carboidratos.

3.2.2.2. Analise Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC)

O comportamento térmico do EPS estd apresentado na Figura 2. A curva
termogravimétrica foi obtida dinamicamente pelos pardmetros de perda de massa (%) vs
temperatura (°C) e dividida em duas regides (R1 e R2). A amostra demonstrou, na primeira
regido (R1), perda de 15% de massa de 0 a 100 °C, a qual é atribuida a perda de agua ligada.
Pode ser explicado pela presenca significante de grupos carboxilas na amostra que estdo
ligadas a moléculas de agua (Singh et al., 2011), consequentemente estd relacionada a
capacidade de retencdo de agua da amostra (Wang et al., 2010). O mesmo comportamento foi
observado por Kavitake et al. (2016) em amostra de mesma natureza. A perda de peso
permaneceu constante de 150 a 250 °C, diminuindo apenas 5% neste intervalo.

Na regido dois (R2), percebe-se uma perda de peso significante (cerca de 35%) de 275
a 450 °C, o que corresponde a despolimerizacdo do composto como consequéncia de quebra
de ligagbes C-C e C-O, originando CO, CO2 e H20 (Miao et al., 2015). A temperatura de
degradacdo do material foi determinada em 310 °C, com base na curva de TGA, e esta acima
do encontrado por autores como Kavitake et al. (2016) (287,5 °C) para o polissacarideo
galactana e descrito por Wang et al. (2015) (287,7 °C) para exopolissacarideo extraido de L.
plantarum YW11. Entretanto, vale ressaltar que os autores supracitados produziram os
polissacarideos a partir de meio semi-definido e MRS, respectivamente. Diferentemente, o
presente estudo utilizou soro de leite fermentado como substrato. E sabido que o polimero
produzido depende de varios fatores, entre eles as condi¢bes de fermentacdo (substrato) (De
Vuyst; Degeest 1999).
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Figura 2 — Curva de termogravimetria do EPS-LNG60 obtido a partir da fermentagéo do soro de
leite por L. plantarum DF60Mi.

O termograma da andlise calorimétrica (Fig. 3) do EPS obtido pela fermentagdo do
soro de leite pela bactéria L. plantarum DF60Mi exibiu um pico endotérmico de maior
relevancia em torno de 92 °C, e dois picos exotérmicos préximos de 350 e 480 °C,
respectivamente. O primeiro pode ser explicado pela expulsdo da agua e a fusdo de algumas
estruturas cristalinas do carboidrato presente na amostra (Nambiar et al., 2018).

Estudos mostram que os valores encontrados para a temperatura de fusdo variam
conforme a configuracdo molecular do polimero estudado (MIAO et al., 2015). Autores que
estudaram polissacarideos de origem microbiana relataram entalpia endotérmica com
variacoes de valores de temperatura de fusdo para as cepas ZW3, KF5, YW11 e SK24.003 de
97,38, 86,35, 147,7, 143,6 °C, respectivamente (Shrivastava; Ananthanarayan, 2014; Miao et
al., 2015; Wang et al., 2010; Wang et al., 2015).
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Figura 3 — Termograma de calorimetria exploratoria diferencial do EPS-LN60 a partir de L.
plantarum DF60Mi

E importante destacar que a aplicacdo em larga escala de um polimero esta
diretamente relacionada com seu comportamento térmico e reoldgico (WANG et al., 2015). O
EPS obtido pela fermentacdo do soro de leite por L. plantarum DM60Mi apresentou alta
estabilidade térmica, consequentemente, tem a capacidade de suportar temperaturas superiores

as comumente utilizadas em processos industriais alimenticios.

3.2.3. Analises de monossacarideos

A composicdo monossacaridica do EPS-LN60 é composta de galactose (51,1%),
manose (22,9%), glicose (20,8%) e ramnose (5,2%). A diversidade de monossacarideos
encontrados no EPS-LNG60 indica ser um heteropolissacarideo. Varios sdo os estudos que
demonstraram presenga majoritaria de galactose e glicose em exopolissacarideos obtidos a
partir de L. plantarum, além da presenca de outros monossacarideos em diferentes
concentragdes (AYYASH et al., 2020; XU et al., 2019; ZHU et al., 2019; WANG et al.,
2018). Como exemplo, o EPS produzido a partir de cepas de L. plantarum KX041 e RS20D
demonstraram a presenca em pequenas concentragcdes de ramnose (XU et al., 2019; ZHU et
al., 2019). Corroborando o presente trabalho, Xu et al. (2019) reportaram que os EPS

produzidos por L. plantarum geralmente sdo constituidos de glicose, galactose, manose e a
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presenca de outros monossacarideos em menores quantidades como ramnose, arabinose e
frutose.

Vale destacar que a variagdo na composicdo monossacaridica dependente
principalmente da cepa, condicdes de cultivo e meio fermentativo (PENG et al., 2015; HAN
et al., 2017; LIU et al., 2019; AYYASH et al., 2020). Vale ressaltar que o substrato da
fermentacgdo foi o soro de leite, que contém em sua maioria o dissacarideo lactose (glicose e
galactose). Além disso, a matriz alimentar isolada da cepa pode influenciar na producéo de
alguns monossacarideos de origem prépria, como € o caso do DF60Mi que foi isolado do leite
de cabra, o que pode explicar a presenca significativa de concentracfes de galactose no EPS-
LNG60.

3.2.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) do EPS-LN60

A microestrutura morfolégica do EPS purificado obtido a partir da fermentagdo de
soro de leite bovino por L. plantarum DF60Mi (Fig. 4) apresentou-se em formato de
conglomerado tridimensional irregular com superficies porosas (Fig. 4A). Em maior
ampliacdo € possivel identificar mais detalhadamente a presenca do formato de folhas de

polissacarideos (Fig. 4B).
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Figura 4 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do EPS-LNG60. (A) 500 vezes de

magnitude e barra de escala igual a 100 um. (B) 1000 vezes de magnitude e barra de escala igual a 50 um;

retangulos verdes indicam porosidade visivel (A) e formato de folhas (B).

Alguns autores ja demonstraram que o EPS proveniente de algumas cepas de L.
plantarum resultam em caracteristicas morfoldgicas semelhantes ao encontrado neste estudo,
como Liu et al. (2017) ao avaliar a cepa WLPLO4, Liu et al. (2019) cepa HY e XU et al.
(2019) cepa KX041.

O MEV ¢ uma ferramenta para esclarecer a morfologia de superficie e com isso prever
suas possiveis caracteristicas quimicas. A superficie porosa e em forma de folhas do EPS
obtido da cepa DF60Mi como foi analisado neste estudo indica seu potencial de aplica¢do na
industria alimentar visando alteracbes nas propriedades reoldgicas como capacidade de
retencdo de &gua e viscosidade, pelo aumento da area de contato (WANG et al., 2015; XU et
al., 2019).

4 CONCLUSOES
O tratamento dado ao soro de leite com a finalidade de diminuicdo de teores de

gorduras e proteinas foi efetivo, visto que esses componentes ndo interferiram na obtengdo do



70

produto final. O rendimento do produto final, o teor de agUcares totais e proteinas estdo dentro
do esperado relacionando com a producdo de EPS a partir de bactérias laticas em larga escala.

O EPS-LNG60 obtido é composto de galactose, manose, glicose e ramnose. Tendo em
vista que a composicdo quimica é fundamental para possibilitar sua utilizacdo como
ingrediente com potencial funcional, o EPS apresentou espectro de carboidratos, e
comportamento térmico adequado para utilizagdo em processos industriais, atingindo
temperatura de degradacdo em torno de 310° C. As imagens de morfologia mostraram uma
estrutura tridimensional irregular (formato de folha) e porosa, 0 que indica potencial de
alteracdo das propriedades reoldgicas dos alimentos.

Diante disso, pode-se vislumbrar a utilizacgdo do EPS-LN60 como potencial
ingrediente a ser explorado pela industria alimenticia, principalmente por sua alta estabilidade

térmica e possivel influéncia nas propriedades reoldgicas dos produtos.
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AVALIACAO DA BIOATIVIDADE DE EXOPOLISSACARIDEO MICROBIANO E
SUA UTILIZACAO COMO AGENTE ENCAPSULANTE DE Lactobacillus acidophilus
LA-3

Resumo

O exopolissacarideo microbiano pode apresentar fungdes bioativas e tecnoldgicas com
aplicacdes de interesse para a industria alimenticia e/ou para a saide humana. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a bioatividade do exopolissacarideo (EPS-LN60) obtido a partir de
L. plantarum DF60Mi e sua utilizagio como agente encapsulante de Lactobacillus
acidophilus (LA-3). Foi determinado o escore prebiotico, a atividade antioxidante e avaliada a
citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais humanas. Solugdes de 0% (F0), 0,5% (F1)
e 1,0% (F2) de EPS foram produzidas e utilizadas como cobertura de capsulas de alginato
contendo L. acidophilus (LA-3) e avaliadas quanto a morfologia, sobrevivéncia do LA-3
durante armazenamento refrigerado e apds a exposicao a condi¢Bes gastrointestinais in vitro.
Observou-se que o EPS-LN60 possui capacidade prebiotica superior (1,45 = 0,17) ao
prebidtico comercial frutooligossacarideo (0,24 + 0,05) e atividade antioxidante de 1.862 +
23,08 UM FeSO./g. Além disso, o0 EPS-LNG60 inibiu em 36% =+ 2,78 o crescimento de células
tumorais (HCT-116). As cépsulas de F1 e F2 com EPS-LN60 apresentaram-se esféricas e
uniformes, e o recobrimento foi eficiente com sobrevivéncia do LA-3 de aproximadamente
85% para ambas ap6s os 20 dias. Ja FO ndo exibiu células viaveis apo6s 10 dias. O EPS-LN60
promoveu uma protecdo adicional a céapsula, evitando a perda de viabilidade durante as
condigdes de simulagéo gastrointestinal, resultando em sobrevivéncia superior a 86% para F1
e F2, o que ndo foi observado em FO quando submetida as mesmas condi¢des. Portanto,
demonstrou-se a potencialidade do EPS-LN60 quanto a sua bioatividade e utilizacdo como
agente encapsulante do L. acidophilus LA-3, com possibilidade futura de exploracdo como

ingrediente funcional por inddstrias de alimentos e farmacéutica.

Palavras-chave: Funcionalidade; prebiotico; polimero; agente de recobrimento.

1 INTRODUCAO
As bactérias acido laticas, mais especificamente a espécie Lactiplantibacillus
plantarum é heterofermentativa e é encontrada em meios com alto teor de nutrientes e em

mucosas de organismos animais e humanos (Mayo & Fldorez, 2022). Essa espécie ja é
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conhecida por possuir cepas com carater probiotico e por possuir a capacidade de produgéo de
diferentes compostos bioativos, como 0s exopolissacarideos (EPS) (Yilmaz & Simsek, 2020).

Os EPS sao polimeros de agucares que podem ser extraidos de fontes como plantas,
fungos e bactérias e sdo liberados para o meio externo (Ayyash et al., 2020; Zhao & Liang,
2022). Geralmente sdo usados na industria alimenticia como aditivos em produtos lacteos
melhorando a reologia, propriedades sensoriais e vida de prateleira dos produtos (Zhang et al.,
2020). Apesar de ser uma tematica emergente, o estudo do EPS microbiano na area de
funcionalidade biolégica tem demonstrado beneficios imunoldgicos e gastrointestinais a sadude
do hospedeiro (Lynch, Zannini, Coffey, & Arendt, 2018; Zannini, Waters, Coffey, Arendt,
2016). Apesar disso, ao se tratar de probidticos como os Lactobacillus acidophilus seu maior
obstaculo esta voltado para a manutencdo da viabilidade celular durante a passagem pelo
sistema gastrointestinal humano (Rahali, Ariech, Moussaoui, & Riazi, 2022).

A encapsulagdo é definida como uma tecnologia de aprisionamento do agente ativo
por meio de uma membrana biopolimérica a fim de promover protecdo ao composto
encapsulado (Zuidam & Shimoni, 2010). A encapsulacdo de probioticos tem o objetivo de
proteger o microrganismo das condicdes severas do sistema do trato gastrointestinal,
aumentando assim sua sobrevivéncia ap0s a exposicdo (Abedfar et al., 2021). A técnica de
gelificagdo idnica é uma alternativa para a area de alimentos, pois ndo utiliza solventes
quimicos nocivos a satde e nem temperaturas elevadas (Polleto et al., 2019).

Segundo Lopes et al. (2019) o alginato de sddio é amplamente utilizado no processo
de encapsulacdo por ser acessivel e biodegradavel, entretanto possui desvantagens,
principalmente pela alta porosidade que pode admitir a entrada de fluidos gastrintestinais,
bem como a saida do agente encapsulado, reduzindo a protecédo frente aos fatores ambientais.
Assim, o EPS apresenta-se como uma alternativa de uso como material de parede ou agente
de recobrimento a fim de minimizar os defeitos que o alginato isolado proporciona.

Diante do exposto, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a bioatividade do EPS-
LN60 obtido a partir da fermentagdo do soro de leite por Lactiplantibacillus plantarum
DF60Mi e sua utilizagdo como agente encapsulante do probiotico Lactobacillus acidophilus
LA-3.

2 MATERIAL E METODOS
2.1.  MATERIA-PRIMA, REAGENTES E CULTURAS
O leite de vaca pasteurizado utilizado foi proveniente da empresa Betania Lacteos S.A,

localizada no municipio de Fortaleza, Ceara, Brasil. O soro de leite foi obtido a partir da
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fabricacdo do queijo minas frescal, sem adi¢do de culturas laticas. O cloreto de célcio 40%
(v/v) (Rica Nata, Piracema, Minas gerais, Brasil) e o coagulante (Ha-la, Chr. Hansen,
Valinhos, Séo Paulo, Brasil) foram utilizados. A cultura probioética utilizada para fermentacéo
do soro foi Lactiplantibacillus plantarum DF60Mi isolada de leite de cabra por Furtado,
Todorov, Landgraf, Destro, & Franco (2014) e cedida em colaboracdo pela Universidade de
Sao Paulo, e registrada no Patrimonio Genético do Brasil (SISGEN) sob cédigo ASC7E65. A
cultura probidtica utilizada foi Lactobacillus acidophilus (LA-3®) (Sacco, Campinas, S&o
Paulo, Brasil). Os materiais utilizados para a encapsulacdo de LA-3 foram alginato de sddio
(Ultrapan, Valinhos, Sdo Paulo, Brasil), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl> (H20)2)
(Quimica moderna, Barueri, S&o Paulo, Brasil), citrato de sodio P.A (Synth, Diadema, S&o

Paulo, Brasil).

2.2. FERMENTACAO DO SORO DE LEITE
2.2.1. Reativacdo de L. plantarum (DF60Mi) e L. acidophillus (LA-3)

O processo de reativacdo das culturas mantidas em glicerol foi adaptado de Lopes
Neto et al. (2021). Reativou-se em caldo deMan, Rogosa e Sharpe (MRS) (Kasvi, Sdo José
dos Pinhais, Parand, Brasil) e incubou-se a 37 °C por 24 h.

2.2.2. Enumeracao das culturas bacterianas

A enumeracdo de células vidveis de DF60Mi e LA-3 foi realizada em superficie pela
técnica de microgota, em agar MRS, através de diluicdes decimais seriadas utilizando agua
peptonada 0,1% (p/v). As placas foram incubadas a 37 °C por 72 h em jarras de anaerobiose
(Permution, Curitiba — PR) com auxilio de vela (IDF, 1995).

2.2.3. Preparo do soro de leite

O soro de leite obtido a partir da fabricagdo de queijo Minas frescal (Silva, 2005) foi
centrifugado a 6428 x g a 4 °C durante 10 min para auxiliar na remocdo de gordura. Em
seguida, o sobrenadante foi filtrado e o pH foi ajustado para 4,3 a fim de precipitar a caseina
residual. Posteriormente, realizou-se o tratamento térmico a 100 °C durante 30 min e pressao
atmosférica. Entdo, centrifugou-se novamente e ajustou-se o pH para 6,5 a 6,8 obtendo-se,

assim, o soro tratado.

2.2.4. Condig0es de cultivo
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Inicialmente, a cultura DF60Mi foi reativada conforme item 2.2.1, padronizada com
densidade optica de 15 a 16 a 600 nm lida em espectrofotometro (Eppendorf
BioSpectrometer® Basic, Hamburgo, Alemanha). A partir desse cultivo, cerca de 6% (v/v), foi
misturado em 1 L de soro tratado e adicionou 2% (p/v) de glicose (Dinamica, Diadema, Séo
Paulo, Brasil), sendo incubado a 37 °C por 48 h (CERNING et al., 1992). O tempo de
fermentacgdo foi definido através de testes preliminares a fim de evitar a degradacdo do EPS

produzido.

2.2.5. Obtencéo e purificacdo do EPS-LN60

O soro fermentado foi submetido ao banho ultrassonico durante 30 min. Em seguida, o
pH foi ajustado para 7,0. O soro fermentado foi submetido ao calor (1 atm, 100 °C/30 min)
para inativacdo de possiveis enzimas que viessem a degradar acUcares e proteinas. Em
sequida, o soro foi centrifugado a 6428 x g (Modelo: 5430R, Eppendorf, Hamburgo —
Alemanha) a 4 °C por 10 minutos. Foi adicionado alcool a 96 °GL a -20 °C na proporcao de
1:2 (v/v) ao sobrenadante. A mistura foi agitada manualmente e acondicionada a -20 °C
durante 24 h para precipitacdo do EPS. O precipitado foi recolhido por centrifugacéo sob as
mesmas condi¢des j& mencionadas, seguindo para a diélise utilizando membrana de celulose
de 3 kDa (Sigma, Missouri — EUA) contra agua destilada durante 48 h, sendo necesséria a
troca da dgua a cada 12 h.

O exopolissacarideo Umido purificado (EPS-LN60) foi liofilizado (Freeze-drier,
Liobras, Model: L101, Séo Carlos, Sdo Paulo, Brasil) a — 34 °C e 280 micrometros de
mercario (umHg) durante 2 dias e utilizado para analise posterior (Almeida Junior et al.,
2015; Cerning et al., 1992; Nguyen et al., 2018; Geel-Schutten, Flesch, Brink, Smith, &
Dijkhuizen, 1998).

2.3 BIOATIVIDADE DO EPS-LN60
2.3.1 Escore de atividade prebiotica

A multiplicacdo da cultura probidtica na presenca do EPS-LN60 foi determinada de
acordo com a metodologia adaptada de Huebner; Wehling; Hutkins (2007) e Lee et al. (2021).
Ainda de acordo com os autores a atividade prebiotica reflete a aptiddo do substrato de
suportar a multiplicacdo de bactérias probioticas frente as entéricas, como a espécie

Escherichia coli, comparada a multiplicagdo em substrato ndo-prebiotico (glicose).


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1AZAA_enBR747BR748&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi73IGn8uXYAhWKF5AKHUUnCkMQmxMIswEoATAQ
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As culturas probioticas (DF60Mi e LA-3) foram reativadas de acordo com o item
2.2.1. A cepa E. coli 8739 foi reativada em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Kasvi, Séo José
dos Pinhais, Parana, Brasil) seguindo o mesmo procedimento. O teste consistiu em adicionar
1% (v/v) da cultura reativada nos tubos contendo caldo MRS (DF60Mi e LA-3) ou caldo M9
(KH2PO4 — 15 g/ L; Nacl — 2,5 g/ L; Na2HPO4 — 33,9 g/ L; NH4CI — 5,0 g/ L) (E. coli) com
1% (p/v) de glicose ou 1% (p/v) de EPS ou do frutooligossacarideo (FOS) (Orafti® P95
Beneo, Mannheim, Germany). O FOS foi utilizado com o controle positivo, enquanto que a
glicose foi usada como substrato ndo-prebiodtico. Os tubos foram incubados a 37 °C em
anaerobiose e ap0s 0, 24 e 48 h retirou-se aliquotas para enumeracao em agar MRS (LA-3) ou
agar TSA (Tryptic Soy Agar, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) (aerobiose) (E. coli
8739), 37 °C/ 48 h.

Os substratos com alta taxa de atividade prebidtica sustentam, em geral, a
multiplicagdo das bactérias probioticas, com densidades celulares (UFC/mL) comparaveis
aquelas quando cultivadas em glicose. O escore da atividade prebiética foi definido de acordo
com a Equacéo 1.

{(probic')tico log UFC mL™! no prebidtico a 48 h - probidtico log UFC mL! no prebiotico a 0 h)

(probidtico log UFC mL 'em glicose a 48 h - probidtico log UFC mL ' em glicose a 0 h)

} (Eq. 1)

(E.colilog UFCmL™ no prebiético a 48 h — E.colilog UFCmL™! no prebiético a 0 h)

(E.colilogUFCmL™1 em glicose a 48 h — E.colilogUFCmL™1 em glicose a 0)

2.3.2 Determinagéo da atividade antioxidante
2.3.2.1 Método poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) é definido pela reducdo do
complexo Fe** a Fe*? na presenca de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) e de uma
substancia com capacidade antioxidante em ambientes acidos (Benzie & Strain, 1996).
Inicialmente, prepararam-se as solugbes de TPTZ (2,4,6-Tris-(2-piridil)-s-triazina) 10 mM
(Dindmica, S&o Paulo, Brasil) diluido em uma solu¢do de HCI 40 mM (Quimica Moderna,
Séo Paulo, Brasil); cloreto Férrico 20 mM (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil); tampédo acetato 0,3
M, pH 3,6; sulfato ferroso 2 mM (Dindmica, Sao Paulo, Brasil).

O reagente FRAP foi preparado a partir da mistura das solugdes de tampéo de acetato
0,3 M, de TPTZ 10 mM e de cloreto ferrico 20 mM na proporcéao de 10:1:1. Cerca de 2,7 mL
do reagente FRAP foram adicionados a 120 pL de solugdo de EPS (1 mg/ mL) e submetidos a
37 °C/ 10 min. A absorbéncia foi medida em espectrofotdbmetro sob comprimento de onda de
593 nm apo6s 30 min, usando o reagente FRAP como branco. A curva de calibracdo foi
determinada com auxilio do reagente sulfato ferroso (FeSO4) (Synth, Sdo Paulo, Brasil) com
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concentragOes que variaram de 500-2000 mM. O resultado foi expresso em pmol FeSO4/ g de
amostra (Alcantara et al., 2019; Rufino et al., 2006).

2.3.2.2 Poder redutor total

A atividade redutora total do EPS-LN60 foi avaliada de acordo com Kruni¢ & Rakin
(2022) com adaptagdes. O EPS-LN60 (1 mg/mL) foi solubilizado na proporcdo de 1:2,5:2,5
com solugdo de tampéo fosfato de sodio (NaH2PO4) (Exddo Cientifica, Sdo Paulo, Brasil) (0,2
M pH 6,6) e solugdo de ferricianeto de potéssio (Ks[Fe(CN)e]) (Synth, S&o Paulo, Brasil)
(1%, p/v). A mistura foi incubada em banho-maria a 50 °C por 30 min. Apo6s o resfriamento, a
solucdo de &cido tricloroacético (TCA) (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil) (10%, p/v) foi
adicionada na mesma proporcdo e entdo a mistura foi centrifugada a 2.000 x g por 10 min.
Apbs a centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de agua ultrapura e 200
uL de uma solucédo de cloreto de ferro 111 (FeCls) (Synth, Sdo Paulo, Brasil) (1% p/v). Ap6s
10 min, a absorbancia foi medida a 700 nm usando um espectrofotometro UV-Vis (Drawell-
DU 8200, Shanghai Drawell Scientific Instrument Co., Ltd.) e 4gua destilada foi usada como

branco.

2.3.3 Avaliacdo da citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais humanas

O ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio) foi utilizado para avaliar a citotoxicidade do EPS-LNG60 frente as linhagens
de células tumorais de carcinoma colorretal (HCT-116), melanoma (SK-MEL-28) e
adenocarcinoma de mama (MCF-7), e ndo tumorais de queratinécitos (HaCaT). O método
consiste na avaliacdo da viabilidade e proliferacdo celular através da atividade redutora de
desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983).

As células foram semeadas em placas de 96 pogos em uma concentracéo de 3x10°
células/mL. Apos 24 horas, as células foram incubadas com diferentes concentracdes do EPS-
LNG6O testadas com base na literatura (50, 100, 200, 400 ou 800 pg/mL) por 72 horas.

Ap0s o periodo de incubacéo, foi retirado o sobrenadante e adicionada uma solucéo de
MTT (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As placas foram incubadas por 4
horas adicionais, entdo 100 pL de 10% de uma solu¢dao de dodecil sulfato de sodio e &cido
cloridrico (SDS-HCI) foram adicionados e os cristais de formazana produzidos e mantidos
overnight para dissolucdo. A absorbancia foi medida em um espectrofotémetro (leitor de
microplacas BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda

de 570 nm. Foram realizados trés experimentos independentes em quadruplicata e os dados
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foram expressos como média do percentual de viabilidade celular £ e.p.m (erro padrdo da
média).

2.4  ENCAPSULACAO
2.4.1 Preparo das solucdes de reagentes

Solugbes-mées de alginato de sodio a 4% (p/v) e solucdo de cloreto de sodio 4% (p/v)
foram preparadas com agua deionizada, mantidas sob agitacdo constante, posteriormente
esterilizadas em autoclave a 121 °C. As soluces de EPS-LN60 a 0,5 e 1,0% (p/v) foram
preparadas com vidrarias e &gua destilada estéreis, filtradas em membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) com diametro de 0,22 um (Bonna-Agela, Delaware, EUA). O

probiético foi adicionado diretamente na solucdo biopolimérica.

2.4.2 Gelificagdo idnica

Cépsulas de géis foram formadas a partir do gotejamento por seringa da solucdo
biopolimérica contendo o LA-3 sobre uma solucdo aquosa de cloreto de calcio (CaCl,) a 4%
(p/v) sob fraca agitacdo, conforme adaptacdo de Lopes Neto et al., 2021. A concentracdo de
LA-3 utilizada foi estabelecido de acordo com a densidade ética de 1,5-1,6 que corresponde a
8-9 Log UFC/mL. As solucGes biopoliméricas foram gotejadas com auxilio de seringa com
saida da agulha de dimensdes 0,70/ 25 mm. Apos ficarem imersas na solugdo de CaClz por 30
min as capsulas foram coletadas por filtragdo com papel de filtro qualitativo 18 cm de
diametro (Qualy, Fortaleza, Ceard, Brasil). Uma porcdo das capsulas foi reservada e
denominadas de FO. Em seguida, as demais passaram pelo processo de recobrimento sendo
imersas em solugbes de EPS-LN60 a 0,5% (F1) e 1,0% (F2) sob fraca agitacdo por 30 min,
atuando como agente de cobertura e foi feita a filtracdo conforme ja mencionado. Por fim, as
capsulas (FO, F1 e F2) foram mantidas a 37 °C por 2 h a fim de diminuir o teor de agua nas
capsulas.

As capsulas imidas produzidas foram armazenadas a 4 + 2 °C para acompanhamento

da viabilidade (Log UFC/g) durante 0, 5, 10, 15 e 20 dias e para demais analises.

2.4.3 Microscopia otica (MO)

Analisou-se a microestrutura das cépsulas Umidas atraveés de microscopio optico
(Leica DM1000, Wetzlar, Alemanha) e lupa (Leica S9i, Wetzlar, Alemanha) seguindo
metodologia adaptada de Lopes Neto et al. (2021).
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2.4.4 Exposicdo a digestao gastrointestinal simulada

As condicBes de andlise estdo descritas na Tabela 1. As etapas sdo constituidas da fase
oral (boca), gastrica (es6fago-estdmago) e intestinal (duodeno e ileo).

Na fase oral utilizaram-se 2,5 g de capsulas imidas e adicionou-se 0,25 mL da solucédo
da enzima alfa-amilase (A3176, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) obtida pela diluigdo em agua
estéril na proporcdo de 0,15% (p/v) e 2 mL do fluido salivar simulado que foi preparado
conforme descrito na tabela 2. Em seguida, foram adicionados 12,5 pL da solucéo de CaCl;
(H20)2 (0,3 M) e 0,238 mL de &gua estéril completando o volume total de digestéo para 5 mL.

A mistura foi incubada em estufa com agitacéo orbital e rotagdo de 200 rpm a 37 °C/ 2 min.

Tabela 1 — Condigdes para analise de simulagéo das condic¢les gastricas

Etapa Enzimas Agitacdo (rom) pH Tempo (min)
Oral a-amilase 200 6,9 2
55 10
4,6 10
3,8 10
Gastrica Pepsina 130 2,8 20
2,3 20
2,0 20
Pancreatina + 5,0 30
Intestinal sais biliares 45 6,5 60

Fonte: Adaptado de Minekus et al., 2014.

Na etapa gastrica, foi utilizada agua estéril para preparacdo da solucdo da enzima
pepsina (P7000, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) na propor¢do de 3,2% (p/v). A partir do
volume da etapa oral (5 mL), na fase gastrica foram adicionados 4 mL de fluido gastrico
simulado, 2,5 pL da solugédo de CaClz (H20)2 (0,3 M) e 0,25 mL da solucéo de pepsina, acido
(HCI 6 M) para reducdo do pH e agua, totalizando volume final de digestdo de 10 mL. A
mistura foi incubada em estufa incubadora com agitacdo orbital e rotagdo de 130 rpm e 37 °C.
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Tabela 2 — Preparacdo dos fluidos de digestéo simulados

Substancias Fluido Salivar Fluido Géstrico Fluido Intestinal
Simulado Simulado Simulado
(pH 7,0)* (pH 3,0)* (pH 7,0)*
Kcl (0,5 M) 3,775 1,175 1,700
KH:PO, (0,5 M) 0,925 0,225 0,200
NaHCO; (1 M) 1,700 3,130 10,630
MgCl.CO3 (0,15 M) 0,125 0,100 0,275
(NH4)2CO3 (0,5 M) 0,015 0,125 -
HCI (6 M) 0,023 0,325 0,175
Nacl (2 M) - 2,950 2,400
Agua 93,437 91,970 84,620
Total (mL) 100 100 100

Adaptado de Minekus et al. (2014). - Nao adicionado. *Os volumes foram calculados para um volume final de

100 mL para cada fluido simulado.

A etapa intestinal utilizou o fluido intestinal simulado como diluente das solugdes de
bile (0,16%, p/v) (B8756, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e pancreatina (0,4%, p/v) (P7545,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A partir do volume da etapa gastrica (10 mL), nesta fase
foram adicionados 4,25 mL de fluido intestinal simulado, 20 uL da solucéo de CaCl, (H20)
(0,3 M) e 2,5 mL da solugédo de pancreatina, 1,25 mL da solucéo de bile, base (NaOH 1 M)
para elevar o pH e agua, totalizando volume final de digestdo de 20 mL. A mistura foi
incubada em estufa incubadora com agitacéo orbital e rotacdo de 45 rpm a 37 °C.

O probidtico foi liberado das cépsulas utilizando citrato de sodio (0,06 mol/L) e
submetendo a agitacdo magnética (120 rpm) a 37 °C/ 30 min em estufa incubadora com
agitacdo orbital. A enumeracdo do probidtico foi realizada ao inicio do processo e apds o
periodo de exposicdo em cada fase da simulacdo, retirando assepticamente uma aliquota da
mistura que foi analisada conforme item 2.2.2 a fim de estimar a porcentagem de
sobrevivéncia do probiotico (LA-3). O controle para cada formulacdo foi feito com as
capsulas mantidas a 37 = 2 °C sem submeté-las as condigdes gastrointestinais simuladas,
denominado de ndo-submetido (NS) (Minekus et al., 2014; Brodkorb et al., 2019).

Todas as solugdes enzimaticas foram preparadas no momento da analise e esterilizadas
através de membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com didmetro de 0,22 pm (Bonna-
Agela, Delaware, EUA). Todas as solugfes foram mantidas em banho de gelo durante todo o

periodo da simulagéo.
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2.5  ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram executados em triplicata e os resultados expressos como
média seguida do desvio padrdo. Estes foram submetidos a analise de variancia univariada
(ANOVA) a fim de verificar se houve diferencas significativas (p<0,05) entre valores
encontrados e o teste de Tukey foi empregado para comparacdo das médias. Foi utilizado o

programa GRAPHPAD prisma, versao 8.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.3  Bioatividades do EPS-LN60
3.3.1 Escore de atividade prebidtica

O escore prebiodtico das cepas probioticas (L. acidophilus LA-3 e L. plantarum
DF60MI), quando foram inoculadas conjuntamente com o EPS-LNG60, apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo ao prebidtico controle (FOS) (Fig. 1). Para DF60Mi no
EPS-LN60 notou-se o maior escore, de 1,45 + 0,17 sendo 2,59 vezes maior quando
comparado a LA-3 no mesmo substrato (0,56 + 0,01). Ao se comparar o carboidrato FOS para
as cepas DF60Mi e LA-3 ndo se observou diferenca significativa (p>0,05) atingindo escore de
0,24 £ 0,05 e 0,30 + 0,08, respectivamente.

A cepa probidtica L. plantarum DF60Mi produziu EPS com escore prebidtico
notadamente superior ao reportado por Lee et al. (2021) para o EPS extraido de L. plantarum
MG989, atingindo aproximadamente 6 vezes mais (~0,24). Os autores Huebner, Wehling e
Hutkins (2007) avaliaram o escore prebiotico de diferentes polissacarideos na presenca de L.
plantarum 12006 e também reportaram valores inferiores ao presente estudo para inulina
(Inulina-S) e frutooligossacarideo (Nutraflora P-95) comerciais 1,08 + 0,02 e 0,46 + 0,10,
respectivamente.

Parametros como as ligacdes e as cadeias formadas pelos polissacarideos podem afetar
a multiplicacdo de microrganismos probioticos (Wang et al., 2015), adquirindo, assim escores
diferentes de atividade prebidtica. Portanto os resultados evidenciaram que o EPS-LN60
possui escore de atividade prebidtica maior do que prebidticos comerciais como a inulina e

frutooligossacarideos, demonstrando seu potencial como ingrediente prebidtico.
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Figura 1 - Escore da atividade prebiotica das cepas probioticas (DF60Mi e LA-3) utilizando o
EPS-LNG60 e FOS apo6s 48 h de incubacdo. **Médias seguidas de diferentes letras mindsculas diferem

estatisticamente entre si (teste de Tukey, p<0,05).

3.3.2 Atividade antioxidante
3.3.2.1 Poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

Os resultados demonstraram que o EPS-LN60 tem alta capacidade de doacdo de
elétrons com cerca de 1862 + 23,08 uM FeSO4/g. Bomfim et al. (2020) ao extrair EPS com
glicose e FOS de L. plantarum CNPCO003 relataram variacdo de 1279 + 10,63 a 1131 + 5,31
uM FeSO4/ g, respectivamente, utilizando uma concentracdo de EPS 8 vezes maior do que o
presente estudo e fermentando em meio de cultura padrdo para bactérias acido laticas (MRS).
Ainda, Wang et al. (2019) reportaram um valor de 9 vezes menor (200 uM FeSO4/g) obtido a
partir de L. fermentum S1 utilizando concentracdo de 4 mg/mL.

O poder redutor significativamente maior do EPS-LN60 pode ser também atribuido ao
soro de leite utilizado como meio fermentativo, que é um subproduto da industria lactea que
possui alto potencial bioldgico, incluindo-se a atividade antioxidante (Corrochano et al.,
2019).

3.3.2.2 Poder redutor total
O poder redutor do EPS-LN60 apresentou absorbancia de 0,15 + 0,01 a 700 nm na
concentracdo de 1 mg/mL. Este resultado foi menor quando comparado ao HY-EPS extraido

de L. plantarum HY, cuja absorbancia foi de 0,424, entretanto com EPS com concentracdo 4
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vezes maior do que o EPS-LNG60 (Liu et al., 2019). Rajoka et al. (2018) também reportaram
poder redutor de EPS116 a 4 mg/mL de 0,49, superior ao EPS-LN60. Contudo, os autores
afirmaram que o poder redutor do EPS aumentou de forma dose-dependente conforme o
aumento de suas concentracdes.

J& para os autores Sasikumar et al. (2017) que extrairam EPS a partir de L. plantarum
BR2 obtiveram 0,19 na concentracdo de 2 mg/mL, valor bem proximo ao encontrado para
EPS-LNG60. Além disso, os resultados corroboraram o estudo da obtencdo de EPS YOL175 e
EPS OF101 a partir de cepas de L. plantarum YO175 e OF101 na concentracdo de 1 mg/mL,
cujo poder redutor na absorbancia de 700 nm foi de 0,21 = 0,02 e 0,19 %= 0,01,
respectivamente (Adesulu-Dahunsi et al., 2018).

3.3.3 Avaliacédo da citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais humanas

O EPS-LNG0 apresentou baixa citotoxicidade para todas as linhagens testadas (Fig. 2).
A linhagem ndo tumoral HaCaT (Fig. 2D) apresentou pouca sensibilidade, demostrando,
assim, a baixa toxicidade e a seguranca do EPS-LN60. Nessa linhagem, foi observado efeito
significativo apenas nas concentracdes de 400 ug/mL e 800 ug/mL, cujos percentuais de
inibicdo foram de 12,3 + 1,63% e 15,3 + 1,38%, respectivamente. Dentre as células tumorais,
a linhagem HCT-116 (Fig. 2A) foi a mais sensivel ao EPS-LN60, que apresentou percentuais
de inibicdo do crescimento celular variando de 10 + 0,83% a 36 * 2,78%, respectivamente
para as concentracfes de 50 pg/mL a 800 pg/mL. Para a linhagem de melanoma SK-MEL-28
(Fig. 2B), 0 EPS-LNG60 induziu o maior percentual de inibicdo do crescimento celular (18 £
1,82%) na concentracdo de 100 pg/mL. J& em contrapartida, ndo foi observada citotoxicidade
na linhagem de carcinoma mamario MCF-7 (Fig. 2C).
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Figura 2 - Citotoxicidade nas linhagens (A) HCT-116, (B) SK-MEL-28, (C) MCF-7 e (D)

HaCaT, apds tratamento com exopolissacarideo (EPS-LN60) por 72 horas, utilizando o ensaio
de reducdo do MTT, expresso como porcentual de viabilidade celular em diferentes

concentragdes de substrato.

Ayyash et al. (2020) ao avaliar a atividade citotoxica de EPS-C70 frente a células de
cancer de colén (Caco-2) e mama (MCF-7) encontraram percentuais superiores ao encontrado
no presente estudo, com 69% e 36% inibicdo do crescimento celular, respectivamente. Nao
obstante, a concentracdo de EPS-C70 utilizada pelos autores foi cinco vezes maior (5
mg/mL). Logo, fica claro que a utilizagdo de EPS-LN60 em maiores concentragbes pode
influenciar na citotoxicidade celular de forma diversa.

Os resultados promovidos pelo EPS-LN60 também podem ser explicados em fungédo
do antagonismo dos parametros de crescimento celular com os receptores da membrana da
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célula cancerigena, pelo estimulo & morte celular ou pela habilidade de inibi¢do da transcricdo
de genes responsaveis pela proliferacdo, crescimento e sobrevivéncia (Wang et al., 2015).

Como observado, 0 EPS apresentou baixa citotoxicidade para as linhagens testadas,
sendo as células de carcinoma colorretal (HCT-116) as mais sensiveis. Todavia, nas linhagens
testadas 0 EPS-LN60 néo foi capaz de reduzir mais de 50% da viabilidade celular, portanto, a
Clso (concentragdo que inibe 50% do crescimento celular) foi considerada maior que 800
pg/mL.

3.4  Caracterizacao das capsulas contendo L. acidophilus LA-3 e EPS-LN60
3.4.1 Porcentagem de sobrevivéncia de L. acidophilus LA-3 encapsulada durante
refrigeracéo

A viabilidade de LA-3 na formulacdo sem o recobrimento de EPS-LN60 reduziu
drasticamente nos primeiro 5 dias (p<0,05), atingindo reducédo de 54,08 + 0,59%, enquanto
que houve auséncia de células viaveis a partir de 10 dias de armazenamento. Conforme ja
mencionado, a parede protetora do alginato possui porosidade elevada facilitando a saida do
agente ativo para fora da capsula, consequentemente dificulta a sobrevivéncia dos lactobacilos
(Fig. 3).

Ja as formulacbes F1 e F2 apresentaram decréscimo gradativo na sobrevivéncia de
LA-3 durante o armazenamento. A F1 apresentou reducéo significativa na viabilidade durante
0 armazenamento (p<0,05), com sobrevivéncia minima de 84,72 + 1,78%, equivalente a
reducdo de 1 log UFC/mL em relacdo a viabilidade inicial. Entretanto, ao final do
armazenamento a formulagdo F2 nédo diferiu estatisticamente da F1 (p>0,05) e demonstrou
85,67 + 0,94% de sobrevivéncia do LA-3 em relacdo ao tempo inicial, que correspondeu a
reducdo de 0,9 log UFC/mL.



92

Aa Aa Aa Aa Aa
100 - : Ab Ap Ab
I Bc &

=N
) Ac
5 Ad ‘T
% 80
g mFo
‘w
% mFl
o
5 60 F2
5]
W
- Bb
=
S 40
S
=
[}
o
-
o
A 20

0

0 5 10 15 20
Tempo (dias)

Figura 3 — Porcentagem de sobrevivéncia de L. acidophilus (LA-3) encapsulado com alginato

+ EPS-LNG60 durante armazenamento a 4 °C. *¥Médias sequidas de diferentes letras mindsculas diferem

estatisticamente na mesma formulacdo durante o tempo (Teste de Tukey, p<0,05). ~BMédias seguidas de
diferentes letras mailsculas diferem estatisticamente em cada tempo (Teste de Tukey, p<0,05). FO (alginato +
LA-3), F1 (alginato + LA-3 + cobertura de 0,5% EPS-LNG60) e F2 (alginato + LA-3 + cobertura de 1,0% EPS-
LNG60).

Outros estudos com encapsulacdo de probidticos empregando alginato de sédio e EPS
ou outros materiais reportaram reducbes de viabilidade ao longo do armazenamento
refrigerado das microparticulas por periodos de tempo semelhantes, conforme Arepally, Redy,
& Goswami (2020) (L. acidophilus NCDC 016, reducdo de 0,8 log UFC/mL); Abedfar,
Hosseininezhad, Sadeghi, & Raeisi (2021) (L. plantarum NR_104573.1, decréscimo de 0,7
log UFC/mL); Li et al. (2023) (L. plantarum 85% de sobrevivéncia).

Fica evidente que o uso de um exopolissacarideo microbiano como o EPS-LN60
extraido de soro de leite cria uma barreira adicional com a finalidade de protecdo do LA-3,
dificultando sua difusdo para fora da céapsula, e, consequentemente, a viabilidade do

microrganismo é maior em relacdo a da formulacdo sem prote¢do suplementar.

3.4.2 Microscopia 6tica (MO)
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A microscopia Otica foi utilizada para avaliar a morfologia geral das cépsulas
produzidas. Na figura 4A foi possivel observar a presenca do L. acidophilus LA-3 aprisionado
pelo processo de encapsulacdo. As setas apontam a presenca dos bastonetes caracteristicos
desse microrganismo. A auséncia da cobertura do EPS-LN60 foi observada em FO,
contrariamente a F1 e F2 (Fig. 4B), quando se observa a cépsula lisa, translicida e com
formato esférico parcialmente uniforme. O EPS-LN60 utilizado como revestimento da
capsula durante o processo de encapsulacdo demonstrou efeito visivel na superficie capsular.
F1 e F2 apresentaram o revestimento com o EPS-LN60 mais opaco, compacto e de formato
esférico caracteristico.

O formato esférico de cépsulas de alginato combinadas com outros polissacarideos
para incorporacdo de probidticos foi relatado por outros autores anteriormente, como Zanjani,
Ehsani, Tarzi & Sharifan (2017) (L. casei) e Sandoval-Mosqueda, Llorente-Bousquets,
Montiel-Sosa, Corona, Guadarrama-Alvarez (2019) (L. plantarum ATCC 8014). A
uniformidade nas cépsulas obtidas atribuiu-se ao processo de gelificacdo idnica, controlando
pardmetros como altura do gotejamento, tempo de permanéncia imersas na solucdo de cloreto
de calcio e o posicionamento da saida no bico extrusor (seringa), 0 que permite obter gotas em

formato esférico e uniformes.
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Figura 4 — Caracterizagdo morfolégica das capsulas. (A) Microscopia Optica da capsula
produzida no aumento de 40 x e barra de escala igual a 100 um; as setas pretas indicam o
microrganismo. (B) Imagem ampliada com auxilio de lupa 6tica das cépsulas FO (alginato +
LA-3), F1 (alginato + LA-3 + cobertura de 0,5% EPS-LN60) e F2 (alginato + LA-3 +
cobertura de 1,0% EPS-LN60) com aumento de 55 x.

3.4.3 Exposicao a digestdo gastrointestinal simulada

Os resultados demonstraram que ndo houve decréscimo na sobrevivéncia do LA-3 nas
trés formulacdes submetidas ao processo simulando a fase oral, pois a alfa-amilase utilizada
nesta etapa estad principalmente ligada a digestdo do amido, ausente nas capsulas estudadas.
Essa é uma enzima do tipo endo-hidrolase, responsavel pela quebra de ligagdes glicosidicas a-
1,4 (Aljabi & Pawelzik, 2021) (Fig. 5).

A passagem pela fase géstrica resultou na reducdo da sobrevivéncia do LA-3 em todas
as formulagdes (p<0,05). Para a formulacdo FO-S houve reducdo drastica (p<0,05) na
sobrevivéncia, correspondendo ao porcentual de 3,68% em relagdo a fase oral, equivalente a
viabilidade menor do que 1 log UFC/mL. Para F1-S e F2-S o percentual de sobrevivéncia
apos a fase gastrica foi de 85,79 + 2,48% e 86,14 + 2,23%, respectivamente, equivalente a
reducdes de 0,81 e 0,94 log UFC/mL na viabilidade do probidtico. Logo, a presenca do EPS-
LN60 como agente encapsulante atuando como agente de cobertura, em ambas as
concentragcdes, possibilitou uma maior protecdo ao microrganismo facilitando sua
sobrevivéncia durante essa etapa do trato gastrintestinal (TGI) e ndo permitindo a difusdo do
agente ativo para fora da cépsula e, consequentemente, dificultando a penetracdo do fluido
gastrico.

Corroborando os resultados encontrados, Marcial-Coba et al. (2018), ao avaliarem L.
plantarum ATCC 14917 microencapsulado utilizando uma mistura de goma xantana e gelana,

encontraram sobrevivéncia de 83,55% ap0s a passagem pelas condig¢Bes gastricas simuladas.
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Ainda, Liu, Sun, Sun, Rizwan-ur-Rehman, & Wang (2016), ao avaliarem microparticulas de
polimero seminatural contendo L. plantarum MAZ2, relataram decréscimo de 0,69 log
UFC/mL na viabilidade do probidtico.

As formulagc6es submetidas ao processo simulado da etapa intestinal ndo apresentaram
alteracdo significativa na sobrevivéncia do probiotico (p>0,05), exceto formulacdo FO-S, que
ao final desta fase ndo apresentou contagem de células viaveis. Assim, as formulagdes F1-S e

F2-S apresentaram sobrevivéncia de 86,14 + 2,23% e 88,60 + 1,24%, respectivamente.

110

100 W

g
=
s @
g
&
E 2
g o &—F0-S
2 —-—F1-§
w
g =0 F2-S
g X FO-NS
op 40
€ *...F2-NS
s
A0
10 Sesisassn AR e
0 - o)
0 2 92 182

Tempo de exposicao (min)

Figura 5 — Porcentagem de sobrevivéncia do L. acidophilus LA-3 das capsulas produzidas
utilizando EPS-LN60 como agente encapsulante durante a exposicdo as condi¢es gastricas

simuladas. F0-S (capsula de alginato contendo LA-3 submetido a simulagdo); F1-S (capsula de alginato
contendo LA-3 + 0,5% EPS-LN60 submetido a simulacdo); F2-S (cépsula de alginato contendo LA-3 + 1,0%
EPS-LN60 submetido a simulacéo); FO-NS (capsula de alginato contendo LA-3 ndo-submetido a simulag&o); F1-
S (capsula de alginato contendo LA-3 + 0,5% EPS-LN60 ndo-submetido a simulagdo); F2-S (capsula de alginato
contendo LA-3 + 1,0% EPS-LN60 ndo-submetido a simulacéo).

Dentre as formula¢Ges ndo submetidas a analise simulada, observou-se que FO-NS,
apesar de apresentar porcentagem de sobrevivéncia de LA-3 significativamente maior que FO-
S (p<0,05) na etapa intestinal, a sobrevivéncia foi de apenas 9%, indicando que o alginato
puro permite a passagem dos fluidos testados por causa da alta porosidade do material criando

condigBes severas ao microrganismo e inviabilizando essa encapsulagdo para o fim de reduzir
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0 impacto das condi¢des de simulacdo do TGI sobre o probidtico. F1-NS e F2-NS
mantiveram a sobrevivéncia (p>0,05) durante o periodo avaliado.

O processo de encapsulacdo tem por objetivo favorecer a liberacdo do composto ativo
no sitio desejado, que no caso das bactérias probidticas, o principal alvo é o intestino, a fim de
poderem coloniza-lo e promover o efeito benéfico ao organismo humano (Cook et al., 2012).
Os resultados de sobrevivéncia encontrados para F1-S e F2-S confirmam a protecdo
significativa prevista, enquanto outros estudos reportaram reducdes de sobrevivéncia maiores
ao final do processo de simulacdo do TGI, como Marcial-Coba et al. (2019), ao estudarem L.
plantarum ATCC 14917 microencapsulado utilizando goma xantana e gelana (decréscimo de
2,6 log UFC/mL); e ainda Sandoval-Mosqueda, Llorente-Bousquets, Montiel-Sosa, Corona,
Guadarrama-Alvarez (2019), em pesquisa com encapsulacdo de L. plantarum com alginato
puro e alginato + goma arabica (reducdo de 20% na viabilidade).

Vale destacar que as capsulas se apresentaram desintegradas apenas ao final da fase
intestinal, devido ao alginato apresentar instabilidade em pH alcalino (McNelly & Pettitt,
1973). Além disso, apesar do alginato ndo ter sido desintegrado na fase gastrica, sua
porosidade permitiu que o LA-3 da FO fosse difundida para o meio provocando morte celular,
0 que nao aconteceu nas demais formulac6es F1 e F2, devido a presenca do recobrimento com
EPS-LNGO.

4 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou a potencialidade bioativa do EPS-LN60, o qual foi extraido
apos a fermentacdo do soro de leite pela cepa L. plantarum DF60Mi. O EPS-LNG60 apresentou
escore prebidtico acima do encontrado para prebidtico comercial, alta capacidade de doacgéo
de elétrons indicando a sua potencialidade antioxidante e predisposicdo na reducdo do
crescimento celular de carcinoma colorretal humano (HCT-116).

A presenca do EPS atuando como recobrimento, seja com 0,5% ou 1%, resultou em
capsulas de formato esférico e uniforme. Pode-se perceber resultado importante e favoravel
das cépsulas F1 e F2 apos 20 dias de armazenamento, com reducgdo de apenas 15% (1 log
UFC/mL) na sobrevivéncia do LA-3. As capsulas testadas que continham o recobrimento com
0 EPS-LN60 demonstraram eficacia na protecdo do LA-3 durante a exposi¢do gastrointestinal
simulada, ndo permitindo a difusdo do agente ativo para fora da célula preservando a
sobrevivéncia celular.

Portanto, este estudo demonstrou a potencialidade do uso do EPS-LN60 como agente

bioativo, assim como sua utilizagdo no processo tecnoldgico de encapsulacdo, permitindo uma
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protecdo adicional e consequentemente sobrevivéncia mais eficaz do microrganismo
encapsulado, podendo ser uma alternativa de ingrediente funcional de interesse para a

industria alimenticia e farmacéutica a ser explorada em estudos de aplicagéo in vivo.

Agradecimentos: Este trabalho foi financiado pela Universidade Federal da
Paraiba/PRPG/PROPESQ [projeto n° PVM13515-2020] e pela Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES [codigo do edital 001]. Os autores
também agradecem a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelas bolsas de auxilio financeiro. Os autores agradecem a Professora Dr2.
Bernadette D. G. M. Franco e Danielle Nader Furtado (Universidade de S&o Paulo) pelo

fornecimento da linhagem L. plantarum DF60Mi.

REFERENCIAS
Abedfar, A., Hosseininezhad, M., Sadeghi, A., & Raeisi, M. (2021). Comparative survival of
exopolysaccharide encapsulated Lactobacillus plantarum and Pediococcus pentosaceus in
simulated gastrointenstinal conditions and storage time. Journal of Food Measurement and
Characterization, 15, 594-603. https://doi.org/10.1007/s11694-020-00664-1
Adesulu-Dahunsi, A.T., Jeyaram, K., & Sanni, A.l. (2018). Probiotic and technological
properties of exopolysaccharide producing lactic acid bacteria isolated from cereal-based
nigerian fermented food products. Food Control, 92, 225-231.
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2018.04.062.
Alcantara, M.A., Polari, I. de L.B., Meireles, B.R.L. de A., Lima, A.E.A. de.,Silva Junior,
J.C., Vieira, E. de A., dos Santos, N.A., & Cordeiro, A.M.T. de M. (2019). Effect of the
solvent composition on the profile of phenolic compounds extracted
from chia seeds. Food Chemistry. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.09.133
Aljabi, H.R., & Pawelzik, E. (2021). Impact of Cultivar and Growing Conditions on
Alpha-Amylase Properties in Wheat. Starch, 73, 2000032.
https://doi.org/10.1002/star.202000032
Almeida Janior, W.L. Ferrari, I.S., Souza, J.V., Silva, C.D.A., Costa, M.M., & Dias, F.S.
(2015). Characterization and evaluation of lactic acid bacteria isolated from goat milk. Food
Control, 53, 96-103. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2015.01.013.
Arepally, D., Redy, R.S., & Goswami, T.K. (2020). Encapsulation of Lactobacillus

acidophilus NCDC 016 cells by spray drying: characterization, survival after in vitro



98

digestion, and storage stability. Food & Function, 11, 8694.
https://doi.org/10.1039/d0fo01394c

Ayyash, M., Abu-Jdayil, B., Itsaranuwat, P., Galiwango, E., Tamiello-Rosa, C., Abdullah, H.,
Esposito, G., Hunashal, Y., Obaid, R.S., & Hamed, F. (2020). Characterization, bioactivities,
and rheological properties of exopolysaccharide produced by novel probiotic Lactobacillus
plantarum C70 isolated from camel milk. International Journal of Biological
Macromolecules, 144, 938-946. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.09.171.

Benzie, I.F.F., & Strain, J.J. (1996). The ferric reducing ability of plasma (Frap) as a measure
of antioxidant power: the frap assay. Analytical Biochemistry, 239, 70-76.
https://doi.org/10.1006/abi0.1996.0292

Bomfim, V.B., Lopes Neto, J.H.P., Leite, K.S., Vieira, E. de A., lacomini, M., Silva, C.M.,
Santos, K.M.O. dos., & Cardarelli, H.R. (2020). Partial characterization and antioxidant
activity of exopolysaccharides produced by Lactobacillus plantarum CNPC003. LWT-Food
Science and Technology, 127, 1-8. https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2020.109349

Brodkorb, A., Egger, L., Alminger, M., Alvito, P., Assuncdo, R., Ballance, S., Bohn, T.,
Bourlieu-Lacanal, C., Boutrou, R., Carriere, F., Clemente, A., Corredig, M., Dupont, D.,
Dufour, C., Edwards, C., Golding, M., Karakaya, S., Kirkhus, B., Le Feunteun, S., Lesmes,
U., Macierzanka, A., Mackie, A.R., Martins, C., Marze, S., McClements, D.J., Ménard, O.,
Minekus, M., Portmann., R., Santos, C.N., Souchon, 1., Singh, R.P., Vegarud, G.E.,
Wickham, M.S.J., Weitschies, W., & Recio, I. (2019). INFOGEST static in vitro simulation
of gastrointestinal food digestion. Nature protocols, 1-24. https://doi.org/10.1038/s41596-
018-0119-1

Cerning, J., Bouilanne, C., Landon, M., & Desmazeaud, M. (1992). Isolation and
characterization of exopolysaccharides from slime-forming mesophilic lactic acid bacteria,
Journal of Dairy Science, 75, 692-699.

Cook, M.T., Tzortzis, G. Charalampopoulos, D., & Khutoryanskiy, V.V. (2012).
Microencapsulation of probiotics for gastrointestinal delivery. Journal of Control Release,
162, 56-67. https:doi.org/10.1016/j.jconrel.2012.06.003

Corrochano, A.R., Sarigay, Y., Arranz, E., Kelly, P.M., Buckin, V., & Giblin, L. (2019).
Comparison of antioxidant activities of bovine whey proteins before and after simulated
gastrointestinal digestion. Journal of Dairy Science, 102, 54-67.
https://doi.org/10.3168/jds.2018-14581

Furtado, D.N., Todorov, S.D., Landgraf, M., Destro, M.T., & Franco, B.D. (2014).
Bacteriocinogenic Lactococcus lactis subsp. lactis DFO4Mi isolated from goat milk:



99

characterization of the bacteriocin. Brazilian Journal of Microbiology, 45 (4), 1541-

1550. https://doi.org/10.1590/S1517-8382201400040005.

Geel-Schutten, G.H.V., Flesch, F., Brink, B.T., Smith, M.R., & Dijkhuizen, L. (1998).
Screening and characterization of lactobacillus strains producing large amounts of
exopolysaccharides. Applied Microbiology and Biotechnology, 50, 697-703.
https://doi.org/10.1007/s002530051353.

Herigstad, B., Hamilton, M., & Heersink, J. (2001). How to optimize the drop plate method
for enumerating bacteria. Journal of Microbiological Methods, 44 (2), 121-129.
https://doi.org/10.1016/s0167-7012(00)00241-4

Huebner, J., Wehling, R.L., & Hutkins, R.W. (2007). Functional activity of commercial
prebiotics. International Dairy Journal, 17, 770-775.
https://doi.org/10.1016/j.idairyj.2006.10.006

Kruni¢, T.Z., & Rakin, M.B. (2022). Enriching alginate matrix used for probiotic
encapsulation with whey protein concentrate or its trypsin-derived hydrolysate: Impact on
antioxidant capacity and stability of fermented whey-based beverages. Food chemistry, 370,
130931. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.130931

Lee, H.B., Son, S.U., Lee, J.E., Lee, S.H., Kang, C.H., Kim, Y.S., Shin, K.S., & Park, H.Y.
(2021). Characterization, prebiotic and immune-enhancing activities of rhamnogalacturonan-
I-rich polysaccharide fraction from molokhia leaves. International Journal of Biological
Macromolecules, 175, 443-450. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.02.019

Li, S., Fan, L., Li, S., Sun, X,, Di, Q., Zhang, H., Li, B., & Liu, X. (2023). Validation of
Layer-By-Layer Coating as a Procedure to Enhance Lactobacillus plantarum Survival during
In Vitro Digestion, Storage, and Fermentation. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
71,1701-1712. https://doi.org/10.1021/acs.jafc.2c07139

Liu, T., Zhou, K., Yin, S, Liu, S., Zhu, Y., Yang, Y., & Wang, C. (2019). Purification and
characterization of an exopolysaccharide produced by Lactobacillus plantarum HY isolated
from home-made Sichuan Pickle. International Journal of Biological Macromolecules, 134,
516-526. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.05.010.

Liu, Y., Sun, Y., Sun, L., Rizwan-ur-Rehman, & Wang, Y. (2016). In vitro and in vivo study
of sodium polyacrylate grafted alginate as microcapsule matrix for live probiotic delivery.
Journal of Functional Foods, 24, 429-437. http://dx.doi.org/10.1016/j.jff.2016.03.034
Lopes, L.A.A., Carvalho, R. de S.F., Magalhdes, N.S.S. Madruga, M.S., Athayde, A.J.AA.,
Portela, 1.A., Bardo, C.A., Pimentel, T.C., Magnani, M., Stamford, T.C.M. (2019).

Microencapsulation of Lactobacillus acidophilus La-05 and incorporation in vegan milks:



100

Physicochemical characteristics and survival during storage, exposure to stress conditions,
and simulated gastrointestinal digestion. Food Research International, 135, 109295.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2020.109295

Lopes Neto, J.H.P., Santos, M.C.G. dos., Leite, K.S., Silva, L.A. da., Campos, M.I.F.,
Silveira, E.S. da., Amaral, J.B.S., Madruga, M.S., Braga, A.L.M., & Cardarelli, H.R. (2021).
Development and characterization of Lactobacillus acidophilus (LA-3) microparticles with
reducing substances and its addition to Reino Cheese. LWT, 143,111083.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2021.111083

Lynch, K.M., Zannini, E., Coffey, A., & Arendt, E.K. (2018). Lactic acid bacteria
exopolysaccharides in foods and beverages: Isolation, properties, characterization and health
benefits. Annual Reviews of Food Science and Technology, 9, 155-176.
https://doi.org/10.1146/annurev-food-030117-012537

Marcial-Coba, M.S., Cieplak, T., Cahd, T.B., Blennow, A., Kngchel, S., & Nielsen, D.S.
(2018). Viability of microencapsulated Akkermansia muciniphila and Lactobacillus
plantarum during freeze-drying, storage and in vitro simulated upper gastrointestinal tract
passage. Food & Funtion, 9, 5868. https://doi.org/10.1039/c8fo01331d

McNelly, V., & Pettitt, D. J. (1973). Algin. Industrial gums. In: Roy L. Whistler and James N.
Bemiller, eds. Polysaccharides and their derivates. New York: Academy Press, 49-43.

Mayo, B., & Florez, A.B. (2022). Lactic Acid Bacteria: Lactobacillus plantarum. In
Encyclopedia of Dairy Sciences, 3rd ed.; McSweeney, P.L.H., McNamara, J.P., Eds.;
Academic Press: Oxford, UK, 2022; pp. 206-217.

Minekus, M., Alminger, M., Alvito, P., Balance, S., Bohn, T., Bourlieu, C., Carriére, F.,
Boutrou, R., Corredig, M., Dupont, D., Dufour, C., Egger, L., Golding, M., Karakaya, S.,
Kirkhus, B., Le Feunteun, S., Lesmes, U., Macierzanka, A., Santos, C.N., Singh, R.P.,
Vegarud, G.E., Wickham, M.S.J., Weitschies, W., & BrodKorb, A. (2014). A standardised
static in vitro digestion method suitable for food — an international consensus. Food &
Function, 5, 1113. https://doi.org/10.1039/c3fo60702]

Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, 65 (1-2), 55-63.
https://doi.org/10.1016/0022-1759(83)90303-4

Nguyen, A.T.B., Nigen, M., Jimenez, L., Ait-Abderrahim, H., Marchesseau, S., & Picart-
Palmade, L. (2018). Performances of different protocols for exocellular polysaccharides
extraction from milk acid gels: application to yogurt. Food chemistry, 239, 742-750.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.06.121.



101

Polleto, G., Fonseca, B.D.S., Raddatz, G.C., Wagner, R., Lopes, E.J., Barin, J.S., Flores, E.M.
de M., and Menezes, C.R.D. (2019). Encapsulation of Lactobacillus acidophilus and different
prebiotic agents by external ionic gelation followed by freeze-drying. Ciéncia Rural, 49, 1-7.
https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20180729

Prathima, P.C., Lule, V.K., Tomar, S.K., & Singh, A.K. (2014). Optimization of
Exopolysaccharide production by Lactococcus lactis NCDC 191 by response surface
methodology. International Journal of Current Microbiology and Applied Sciences, 3 (5),
835-854.

Rahali, A., Ariech, M., Moussaoui, B., & Riazi, A. (2022). Encapsulation effects of
galactomannans combined with xanthan on the survival of two strains under simulated
digestive hostilities. European Journal of Biological Research, 12 (3), 262-270.
http://dx.doi.org/10.5281/zenodo.7048634

Rajoka, M.S.R., Jin, M., Haobin, Z., Li, Q., Shao, D., Jiang, C., Huang, Q., Yang, H., Shi, J.,
& Hussain, N. (2018). Functional characterization and biotechnological potential of
exopolysaccharide produced by Lactobacillus rhamnosus strains isolated from human breast
milk. LWT-Food Science and Technology, 89, 638-647.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2017.11.034

Rufino, M. do S.M., Alves, R.E., Brito, E.S. de., Morais, S.M. de., Sampaio, C. de G., Pérez-
Jiménez, J., & Saura-Calixto, F.D. (2006). Metodologia cientifica: determinacao de atividade
antioxidante total em frutas pelo método de reducéo de ferro (FRAP). Comunicado técnico, 1-
4. Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-
/publicacao/664098/metodologia-cientifica-determinacao-da-atividade-antioxidante-total-em-
frutas-pelo-metodo-de-reducao-do-ferro-frap. Acessado em: 02/02/2023.
Sandoval-Mosqueda, I., Llorente-Bousquets, A., Montiel-Sosa, J.F., Corona, L., &
Guadarrama-Alvarez, Z. (2019). Encapsulation of Lactobacillus plantarum ATCC 8014 and
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 in a freeze-dried alginate-gum arabic system and its in
vitro testing under gastrointestinal conditions. Journal of Microencapsulation, 36, 591-602.
https://doi.org/10.1080/02652048.2019.1660729

Sasikumar, K., Vaikkath, D.K., Deventra, L., & Nampoothiri, K.M. (2017). An
exopolysaccharide (EPS) from a Lactobacillus plantarum BR2 with potential benefits for
making functional foods. Bioresource Technology, 241, 1152-1156.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2017.05.075

Silva, F. T. (2005). Queijo Minas Frescal. 1°. ed. Brasilia — DF: EMBRAPA Informagéo
Tecnoldgica, 50 p.



102

Wang, K., Meng-Meng, N., Wu, Y., Zhu, R.F., Zhao, J., Lu, B.X., & Niu, G.C. (2019).
Physicochemical characterization and antioxidant activity of cell-bound exopolysaccharides
from Lactobacillus fermentum S1 obtained by two extraction methods. Process biochemistry,
85, 195-205. https://doi.org/10.1016/j.procbio.2019.06.017.

Wang, X., Huang, M., Yang, F., Sun, H., Zhou, X., Guo, Y., Wang, X., & Zhang, M. (2015).
Rapeseed polysaccharides as prebiotics on growth and acidifying activity of probiotics in
vitro. Carbohydrates Polymers, 125, 232-240. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2015.02.040
Yilmaz, T., & Simsek, O. (2020). Potential Health Benefits of Ropy exopolysaccharides
Produced by Lactobacillus plantarum. Molecules, 25, 3293.
https://doi.org/10.3390/molecules25143293

Zanjani, M.A.K., Ehsani, M.R., Tarzi, B.G., & Sharifan, A. (2017). Promoting Lactobacillus
casei and Bifidobacterium adolescentis survival by microencapsulation with different starches
and chitosan and poly L-lysine coatings in ice cream. Journal of Food Processing and
Preservation, 42, €13318. https://doi.org/10.1111/jfpp.13318

Zannini, E., Waters, D.M., Coffey, A., & Arendt, E.K. (2016). Production, properties, and
industrial food application of lactic acid bacteria-derived exopolysaccharides. Applied
Microbiology and Biotechnology, 100, 1121-1135. https://doi.org/10.1007/s00253-015-71722
Zhang, M., Luo, T. Q., Zhao, X., Hao, X., & Yang, Z. (2020). Interaction of
exopolysaccharide produced by Lactobacillus plantarum YW11 with whey proteins and
functionalities of the polymer complex. Journal of Food Science, 85, 4141-4151.
https://doi.org/10.1111/1750-3841.15522

Zhao, X., & Liang, Q. (2022). EPS-Producing Lactobacillus plantarum MC5 as a Compound
Starter Improves Rheology, Texture, and Antioxidant Activity of Yogurt during Storage.
Foods, 11, 1660. https://doi.org/10.3390/foods11111660

Zhu, Y.T.; Wang, X.J.; Pan, W.S.; Shen, X.F.; He, Y.; Yin, H.; Zhou, K.; Zou, L.; Chen, S.;
& Liu, S. (2019). Exopolysaccharides produced by yogurt-texture improving Lactobacillus
plantarum RS20D and the immunoregulatory activity. International Journal of Biological
Macromolecules, 121, 342-349. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.09.201

Zuidam, N.J., & Shimoni, E. (2010). Encapsulation technologies for active food ingredients

and food processing. New York, U. S. A.: Springer.



103

5 CONCLUSOES

O soro de leite apresentou teores de proteinas e gorduras reduzidos em funcdo do
tratamento a que foi submetido ndo permitindo a interferéncia desses macronutrientes na
obtencdo do EPS-LN60. O rendimento do produto final, o teor de agUcares totais e proteinas
estdo dentro do esperado relacionando com a producédo de EPS a partir de bactérias laticas em
larga escala.

O EPS-LNG60 foi definido como heteropolissacarideo em fungdo de sua composi¢do
monossacaridica (galactose, manose, glicose e ramnose). O espectrograma do EPS-LN60
evidenciou ligacdes e grupos funcionais que descrevem como sendo carboidratos. Além disso,
apresentou alta estabilidade térmica (310 °C) sendo uma alternativa para uso na industria
alimenticia. As imagens de morfologia mostraram uma estrutura em formato de folha com
porosidade aparente, o que indica um grande potencial de alteracdo das propriedades
reoldgicas dos alimentos.

Também foi possivel evidenciar a potencialidade bioativa do EPS-LN60 através do
escore prebidtico superior ao de prebidticos comerciais. Além do mais, foi possivel identificar
alta capacidade de doagdo de elétrons indicando a sua potencialidade antioxidante e
predisposicdo na reducdo do crescimento celular de carcinoma colorretal humano (HCT-116).

A presenca do EPS atuando como recobrimento, seja com 0,5% ou 1%, resultou em
capsulas de formato esférico e uniforme. As capsulas F1 e F2 apresentaram reducédo de apenas
15% na sobrevivéncia do LA-3 apds 20 dias de armazenamento, e demonstraram eficacia na
protecdo do LA-3 durante a exposic¢ao gastrointestinal simulada, ndo permitindo a difusdo do
agente ativo para fora da célula preservando a sobrevivéncia celular.

Portanto, este estudo demonstrou a potencialidade do uso do EPS-LN60 como agente
bioativo, assim como sua utilizagdo no processo tecnoldgico de encapsulacao, permitindo uma
protecdo adicional e, consequentemente, maior sobrevivéncia do microrganismo encapsulado,
podendo ser uma alternativa de ingrediente funcional de interesse para a industria alimenticia

e farmacéutica a ser explorada em estudos de aplicacéo in vivo.



