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RESUMO

Com o crescimento no consumo alimentos probidticos, existe uma necessidade no
desenvolvimento de produtos alimenticios néo lacteos, tendo em vista que a maioria
dos produtos existentes no mercado sao de derivados do leite. Entre esses produtos,
podem-se incluir filmes comestiveis a serem incorporados como parte dos alimentos.
Os filmes sédo geralmente formulados a partir de polissacarideos, que tém baixa
barreira a vapor de agua; para melhorar essa barreira, pode-se adicionar uma fase
lipidica (na forma de emulséo). Objetivo: produzir filmes probidticos comestiveis a
base de alginato, com barreira melhorada a vapor de dgua. Métodos: Foi produzida
uma emulséo Pickering de 6leo de palma estabilizada por nanocristais de celulose
bacteriana (NCCB), para tentar melhorar a barreira dos filmes ao vapor de agua. A
bactéria probidtica escolhida foi Bacillus coagulans, pela sua estabilidade a
condicdes adversas (gracas a capacidade de formacao de esporos). Cinco filmes
foram produzidos: (1) alginato (Alg), ou controle; (2) alginato com probiético (Alg-
Prob); (3) alginato com emulsdo Pickering (Alg-Qil); (4) alginato com NCCB (Alg-
NCCB); (5) alginato com probidtico e emulsédo Pickering (Alg-Oil-Prob). Os filmes
foram avaliados em termos de propriedades fisicas, estruturais e de viabilidade da
cepa probidtica (ao processamento, armazenamento e passagem simuladada in vitro
pelo trato gastrointestinal). Resultados e conclusdes: Foi possivel produzir filmes
de alginato contendo a emulsdo de Pickering e/ou os probidticos. No entanto, a
presenca da emulsdo ndo melhorou as propriedades de barreira dos filmes e reduziu
sua resisténcia. Por outro lado, a adicdo concomitante da emulsdo e do
microrganismo melhorou a elongacao do filme. A incorporacdo do probiético ndo
interferiu na permeabilidade ao vapor de agua, porém aumentou a hidrofobicidade
da superficie e o médulo elastico. Os filmes de alginato mantiveram a viabilidade do
probiético em armazenamento por 138 dias e foram capazes de entregar oS
probidticos no intestino delgado.

Palavras-chave: Alginato; Filme comestivel, Bactérias probidticas; Bacillus

coagulans.



ABSTRACT

With the growth in the consumption of probiotic foods, there is a need for the
development of non-dairy food products, considering that most products on the
market are dairy products. Among these products, one can include edible films to be
incorporated as part of the food. Those films are usually formulated from
polysaccharides, which have low water vapor barrier properties; the addition of lipids
(as an emulsion) may enhance this barrier. Objective: to produce edible probiotic
films from alginate, with an enhanced barrier to water vapor. Methods: A Pickering
emulsion of palm oil stabilized by bacterial cellulose nanocrystals (BCNC) was
produced to try to improve the barrier of the films to water vapor. The probiotic
bacteria of choice was Bacillus coagulans, due to its stability to adverse conditions
(thanks to its spore-forming ability). Five films were produced: (1) alginate (Alg), or
control; (2) alginate with probiotic (Alg-Prob); (3) alginate with Pickering emulsion
(Alg-Oil); (4) alginate with BCNC (Alg-BCNC); (5) alginate with probiotic and Pickering
emulsion (Alg-Oil-Prob). The films were evaluated in terms of physical, structural and
viability properties of the probiotic strain (on processing, storage and simulated in
vitro passage through the gastrointestinal tract). Results and conclusions: It was
possible to produce alginate films containing Pickering emulsion and/or probiotics.
However, the presence of the emulsion not only did not improve the barrier properties
of the films, but also reduced their tensile strength. On the other hand, the
concomitant addition of oil and the microorganism improved the elongation of the film.
The incorporation of the probiotic did not interfere with the water vapor permeability,
but it increased the surface hydrophobicity and the elastic modulus. The alginate films
maintained the viability of the probiotic in storage for 138 days and were able to
deliver the probiotics into the small intestine.

Keywords: Alginate; Edible film; probiotic bacteria; Bacillus coagulans.
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1. Introducéo

O mercado de alimentos probidticos vem aumentando consideravelmente
nos dias atuais, gerando uma grande demanda pelo desenvolvimento desse tipo de
produtos. A FAO/WHO (1) define probiéticos como micro-organismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude
do individuo. Segundo Marketsandmarkets (2), o mercado de probibticos era
estimado em US$ 49,4 bilhdes em 2018 e é projetado para crescer a uma taxa anual
de 7%, para atingir US$ 69,3 bilhdes em 2023. O aumento da procura por probiéticos
esta na nova rotina dos consumidores que buscam dietas que promovam saude e
bem-estar (3).

Com o crescimento no consumo de alimentos probibticos, existe uma
necessidade no desenvolvimento de produtos alimenticios ndo lacteos, tendo em
vista que a maioria dos produtos existentes no mercado séo de derivados do leite,
0 que limita o consumo por pessoas com intolerancia a lactose, alergia a proteinas
do leite, ou mesmo veganos ou pessoas que ndo apreciam leite e derivados.

Uma alternativa seria a veiculacdo de probiéticos em filmes e revestimentos
comestiveis, que podem ser aplicados sobre varios alimentos, geralmente como
adjuvantes de embalagem. Os filmes e revestimentos sdo formados por matrizes
geralmente adequadas para carrear componentes bioativos (como probi6ticos),
podendo mesmo promover liberacdo controlada e entrega em alvo especifico (4).

Quando se pensa em um veiculo para probioticos, € importante avaliar a
capacidade da matriz para manter a viabilidade dos probidticos durante o
processamento, a estocagem e a passagem pelo trato gastrointestinal (5). E dentro
dessas caracteristicas o alginato se destaca. Foi demonstrado que microcapsulas de
alginato aumentam a viabilidade de bactérias probi6ticas durante a passagem pelo
pH acido do estdbmago (6,7), permitindo sua liberagdo no intestino(6), além de
protegé-las em condicbes ambientais adversas (8). O alginato € um copolimero
anioénico formados por monémeros de acido (-D-manurbnico (M) e acido a-L-
gulurénico (G), e sua natureza anibnica explica esse comportamento no trato
gastrointestinal. Em pH baixo (abaixo do pKa, que € de 3,38 para as unidades M e
3,65 para as unidades G), os grupos carboxilato do alginato se mantém protonados

e a repulséo entre as cadeias diminui, o que faz com que as cadeias de alginato se
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mantenham mais compactas no estdbmago, retendo o contetdo. Quando o pH
aumenta (como no intestino), 0s grupos carboxilato se desprotonam e a estrutura se
expande, liberando o contetdo (9).

Apesar das vantagens do alginato, uma de suas limitagbes para filmes
(assim como outros polissacarideos) é sua pobre barreira a vapor de agua, devido a
sua alta polaridade. A barreira a vapor de agua é uma das propriedades mais
importantes de filmes para aplica¢cdes em varios alimentos, para minimizar perda de
agua em frutas, hortalicas e queijos, entre outros, e para minimizar absorcéo de agua
por produtos desidratados. Nesse contexto, filmes de emulsédo de polissacarideos
com substancias hidrofébicas tém a vantagem de exercer melhor barreira a &gua em
relacdo aos polissacarideos puros (10,11). O éleo de palma é comumente usado
pela indUstria de alimentos, e sua insercdo como agente hidrofobizante em filmes
comestiveis é encontrado na literatura. Pratama et al. (12) verificaram o efeito da
incorporacdo de emulsdo Pickering de oleina de palma estabilizada por quitosana
em filmes de amido de tapioca, encontrando uma reducgé&o significativa nos valores
de permeabilidade de 4gua quando comparado com o filme controle.

Filmes de emulsdo podem ser formados por emulsdo convencional
(estabilizada por surfactantes) ou por emulsdes Pickering (EP), que envolvem
adsorcdo de particulas coloidais na interface Oleo-agua, formando uma
monocamada que evita coalescéncia (13). Nanocristais de celulose bacteriana
(NCCB) tém se mostrado efetivos na estabilizacdo de EP (14-16), j& que, além de
formarem uma monocamada robusta circundando as goticulas, ainda podem ser
considerados anfifilicos, devido a presenca de grupos hidroxila (hidrofilicos) na
superficie, sendo a organizagéo cristalina associada a interacdes hidrofébicas (16).
Além disso, Pereda et al. (17) ja demostraram a efetividade de nanocristais de
celulose para estabilizar emulsdes em filmes de quitosana com 6leo de oliva, além
de agir como reforgo.

Neste trabalho, foram desenvolvidos filmes de alginato com adicdo de
probioticos e/ou emulséo de Pickering, com objetivo de verificar o efeito de diferentes
formulagbes de filmes sobre suas propriedades funcionais de importancia para

aplicacao em alimentos.
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2. Revisao de Literatura
2.1.Probié6ticos

O termo probiético € uma palavra que significa "para a vida", sendo
atualmente usado para se referir a microrganismos associados a efeitos benéficos
para humanos e animais (18). Segundo a FAO/WHO (1), probidticos séao
microrganismos Vvivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem algum beneficio para a saude. Estes microrganismos pertencem a
diferentes géneros e espécies, tanto de bactérias como leveduras, e tém sido
associados a diversos efeitos benéficos. Bactérias pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, sdo mais frequentemente empregadas como
suplementos probiéticos para alimentos, uma vez que tém sido isoladas de todas as
porcdes do trato gastrintestinal do humano saudavel (19).

Muitos beneficios a saude estdo envolvidos na ingestdo de alimentos
probiéticos, dentre eles a manutencdo da barreira epitelial, inibicdo da adeséo do
patébgeno as superficies intestinais, modulacdo e adequado desenvolvimento do
sistema imunolégico, degradacdo de fontes de carbono ndo digeriveis (como
polissacarideos vegetais) e producéo de diferentes metabdlitos (20). Além disso, sua
ingestdo pode até mesmo melhorar o estado de depressdo em humanos (21).

As principais fontes de probioticos encontrados no mercado sao de matrizes
lacteas, 0 que limita seu consumo por pessoas que nhdo consomem leite e
derivados. Os produtos probidticos nao lacteos tém uma grande importancia mundial
devido a tendéncia continua da alimentacdo sem produtos de origem animal (por
consumidores vegetarianos e veganos) e a uma alta prevaléncia de intolerancia a
lactose em muitas populac¢des ao redor do mundo(22), além de pessoas com alguma
alergia a proteinas do leite.

Os microrganismos utilizados na maioria das formulagdes probioticas séo
dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, porém a viabilidade dessas bactérias a
condi¢cdes adversas (ex: altas temperaturas, baixo pH) geralmente é reduzida. E
importante quando tratamos de microrganismos probidticos que eles mantenham
sua viabilidade durante a producéo industrial, bem como durante a estocagem do
produto final (23).
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O uso de cepas probioticas formadoras de esporos trazem grandes
beneficios em termos de resisténcia a producdo industrial, armazenamento e
protecdo contra condi¢cdes gastricas (pH baixo) do hospedeiro. As bactérias
probidticas formadoras de esporos séo resistentes ao calor e oferecem uma série de
vantagens sobre outras ndo formadoras de esporos, como 0s géneros Lactobacillus

spp. e Bifidobacterium spp. (24).

2.2.Bacillus coagulans

B. coagulans é um bacilo Gram-positivo, formador de esporos,
microaerofilico e produtor de acido latico (25). Os esporos de Bacillus spp. Podem
sobreviver na acidez extrema do estdmago e tolerar os sais biliares e outras
condicdes hostis do trato gastrointestinal. Além disso, os bacilos sdo mais estaveis
durante o processamento e armazenamento de alimentos e preparacoes
farmacéuticas, o que os torna probidticos mais adequados para formulacdes
promotoras de saude(26). B. coagulans tem uma longa histéria de uso seguro em
alimentos, tendo recebido o status “Geralmente reconhecido como seguro”
(Generally Recognized As Safe - GRAS) pela Food and Drug Administration (27).

O uso de B. coagulans como probiéticos j& vem evidenciando bons
resultados na saude humana, aliviando a dor abdominal e distensdo abdominal em
pacientes com sindrome do intestino irritavel (28), ajudando na digestdo de

carboidratos e proteinas (29,30), no tratamento de vaginoses (31), entre outros.

2.3.Filmes e revestimentos comestiveis

Filmes e revestimentos comestiveis tém sido propostos em varios estudos
como adjuvantes de embalagens, contribuindo para a estabilidade de alimentos.
Tanto filmes quanto revestimentos sdo produzidos a partir de formulacdes
filmogénicas (dispersas em um solvente, geralmente agua), porém diferem na sua
aplicacao ao substrato. No caso dos revestimentos, as formulagcbes séo aplicadas
diretamente sobre a superficie dos alimentos, geralmente por imersao ou asperséo,
secando ja sobre essa superficie. Ja os filmes comestiveis sdo pré-formados sobre
uma superficie plana e, apos secagem, sdo destacados e usados como estruturas

independentes, como embalagens primarias, sachés ou inseridos como camada de
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barreira entre componentes de alimentos (32). Como exercem funcdes de barreira,
podem promover uma reducdo do uso de embalagens secundarias. Filmes e
revestimentos podem ainda funcionar como transportadores de componentes ativos,
como agentes antimicrobianos e antioxidantes (33).

Guimaraes et al. (34) desenvolveram um doce revestido com uma cobertura
probiotica de pectina contendo Bifidobacterium animalis ssp. Lactis e verificaram a
estabilidade do microrganismo por 28 dias em temperatura de 4 °C, onde notou-se
que o revestimento foi capaz de manter a viabilidade do probiotico. Soukoulis et al.
(35) verificaram a interacédo entre a capacidade de sobrevivéncia de L. rhamnosus
GG e as propriedades estruturais e fisico-quimicas entre filmes comestiveis de
diferentes matrizes poliméricas com a adi¢cao de concentrado de proteina de soro de
leite. Os autores verificaram que os filmes de pectina tinham a maior contagem
probidtica inicial, porém os filmes compostos de carragenina / goma de alfarroba
ofereceram a maior estabilidade aos probioticos durante a estocagem. Isso indica
que a Vviabilidade probidtica pode variar conforme a matriz biopolimérica,
necessitando de mais estudos a fim de verificar qual a melhor matriz para filmes

probidticos.

2.4.Alginato

O alginato é um biopolimero derivado de algas marinhas. E um copolimero
em bloco linear de acido B-D-manurénico (M) e acido a-L-gulurbénico (G)(36). Sua

estrutura se encontra representada na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura do Alginato (a) Cadeia de acido manurdnico; (b) Cadeia de acido gulurénico (c)
Cadeia do Alginato (37)

O alginato tem um amplo potencial na industria farmacéutica e de alimentos
destinados a saude, devido a sua extensa aplicacdo como aditivos alimentares e sua
reconhecida falta de toxicidade(38). Em pH baixo (como no estdmago), 0s grupos
carboxilato do alginato se mantém protonados e a repulsédo entre as cadeias diminui.
Quando o pH aumenta, os grupos carboxilato se desprotonam e a estrutura se
expande, liberando o contetdo no intestino (9). Devido a essas caracteristicas
quimicas, o alginato se destaca como uma promissora matriz para formulacdo de
filmes com o intuito de protecdo de ativos no estdbmago e posterior entrega no
intestino. Zactiti e Kieckbusch (39) estudaram a liberacéo de sorbato de potassio
de filmes ativos de alginato de sddio, verificando uma boa liberagdo do constituinte
ativo pelo filme no teste realizado in vitro. Filmes de alginato e carboximetilcelulose
foram preparados com a adicao de Lactococcus lactis, tendo sido observada a acao
antimicrobiana da bactéria frente a Staphylococcus aureus. O filme teve agéo contra
0 patdgeno, tornando o filme uma alternativa na preservagdo antibacteriana de
alimentos(40). Filmes de alginato e gelano foram eficientes em carrear
Bifidobacterium lactis BB-12 em macd e mamao minimamente processados,

mantendo-se viaveis por 10 dias a 2 °C (41).
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2.5.Emulsdes pickering (EP)

Uma grande variedade de produtos alimenticios frescos e processados sé&o
emulsdes 6leo-em-agua nas quais uma fase oleosa é dispersa em uma fase aquosa
continua (42). As emulsGes sdo, em esséncia, sistemas instaveis, e podem se
desestabilizar fisicamente por meio de diversos fen6menos, sendo 0s principais:
floculacdo, coalescéncia, separacao gravitacional e inversao de fase (43). Emulsdes
podem ser convencionais (estabilizadas por surfactantes) ou Pickering (EP), que
envolvem adsorcdo de particulas coloidais na interface 6leo-agua, formando uma
monocamada que evita coalescéncia (13).

As EP sao definidas como emulsdes que séo estabilizadas por uma camada
adsorvida de particulas sélidas na superficie da gota da emulséo (44). Elas retém as
propriedades basicas das emulsdes classicas estabilizadas por surfactantes
(emulsificantes), de modo que uma EP pode substituir uma emulsdo classica na
maioria das aplicacbes de emulsdes (45), sendo que as EP tém sido reportadas
coOmo mais estaveis, gracas a robustez e ordenacao da interface (46).

As emulsbes desempenham um papel importante em Varios processos
industriais e produtos comerciais onde coexistem fases liquidas imisciveis (47). Na
industria de alimentos, tem-se um vasto potencial de uso, sendo as EP vantajosas
do ponto de vista de ndo requererem o uso de surfactantes, além de o6tima
estabilidade quando comparadas com as emulsdes convencionais (48)

A adi¢éo de agentes hidrofébicos na constituicdo da dispersao formadora de
filme pode ajudar a reduzir a permeabilidade a vapor de agua e a solubilidade em
agua da maioria dos polissacarideos comumente usados na elaboracdo. A
incorporacdo de compostos hidrofébicos emulsionados, como ceras, 6leos e 6leos
essenciais, é estratégia amplamente utilizada para diminuir a permeabilidade ao

vapor de agua de filmes(49).
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3. Objetivos

3.1.0bjetivo geral: produzir flmes comestiveis probioticos a partir de alginato,

com barreira melhorada a vapor de agua.

3.2.0bjetivos especificos:

3.2.1. Avaliar o efeito de diferentes formulacbes de filmes sobre suas
propriedades fisicas de importancia para aplicagdo em alimentos;

3.2.2. Avaliar a estabilidade das bactérias probidticas durante o
processamento, estocagem e passagem pelo trato gastrointestinal in vitro.
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4. Material e Métodos

4.1.Preparagéo da emulséo

4.1.1. Obtencédo dos nanocristais de celulose bacteriana

As membranas de celulose bacteriana (BC) (previamente purificadas e
secas) foram gentilmente cedidas pelo Grupo Empresarial Seven (Londrina, PR,
Brasil). As membranas foram moidas em po6 por meio de Moinho Analitico IKA All
(Marca: IKA Works) por 20 minutos, em ciclos de 1 minuto intercalados por pausas
de 10 min a 28.000 rpm.

Os nanocristais de celulose bacteriana (NCCB) foram produzidos por
hidrélise acida com H2SO4 a 60% por 60 min (propor¢édo 1 g de CB seca e moida
para 100 mL de solucdo &cida), que foi interrompida por diluicdio com agua
deionizada gelada (razdo volumétrica 1:10 solucdo &cida: agua gelada). A
suspensao foi centrifugada (26000 g, 15 min) para precipitacdo dos NCCB, que
foram lavados com agua deionizada, centrifugados novamente e a suspensao
resultante foi sonicada por 3 min (60 kHz, 300 W), com 3 repeticbes das etapas de
centrifugacéo e sonicacao. ApGs este processo, a suspensao foi dialisada em agua

deionizada até pH neutro. A suspensao final continha 1% de nanocristais.

4.1.1.1 Difracéo de raios-X

Para realizacdo da andlise, adicionou-se 40 mL de suspensdo de
nanocristais de celulose bacteriana em um tubo Falcon de 50 mL e acondicionou-
se a amostra em ultra-freeser marca Liobras a -25 °C por 24 h. Apds realizado este
procedimento, encaminhou-se a amostra congelada para um liofilizador (Liotop,
modelo L101), a -41 °C por 72 h.

A estrutura dos NCCB foi caracterizada por difratometria de raios X (DRX)
utilizando um equipamento XRD 6000 (Shimadzu Corporation) operando com
radiacdo Cu Ka (A = 1,5405 A). O anodo de cobre foi excitado com uma tenséo de

30 kV e corrente de 30 mA. A intensidade do feixe difratado foi coletada a 25°C na
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faixa de angulos de Bragg de 4 — 70° utilizando uma velocidade de varredura de 1°
min~2.

Os difratogramas obtidos tiveram suas curvas determinadas com auxilio do
software Origin Pro 8.0 e o indice de cristalinidade (Ic) foi calculado pela equacao
sugerida por Segal (50)

IC% — (1200_1am) (Eq 1)

Iz00

Onde lam € a intensidade da altura do pico da por¢cdo amorfa e l20 € a
intensidade da altura do pico da porcao cristalina da celulose correspondende ao

plano 200.

4.1.1.2 Espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho (FT-
IR dos NCCBs

Para a andlise dos nanocristais de celulose bacteriana, usou-se
equipamento espectrofotdmetro de infravermelho marca Bruker, modelo Vertex 70,
acoplado com o acessorio ATR (leitura por Reflectancia Total Atenuada) com
cristal de diamante. Foram feitas 32 varreduras na amostra na resolugdo de 4 cm*
na faixa de 400 a 4000 cm-2.

4.1.1.3 . Microscopia de forga atdbmica

Imagens de microscopia de forca atdomica (AFM) dos NCCBs foram
realizados pelo equipamento Bruker MultiMode 8. As amostras utilizadas para AFM
foram preparadas por uma suspenséao aquosa de NCCBs (0,005 g/ mL) e diluida em
agua na proporcédo 1:1000 (v/v). As amostras foram sonicadas em Ultrassom (Marca:
UNIQUE; Modelo: USC-1400A, frequéncia: 40kHz e poténcia: 150VA), durante 1
min, e 10 pL de suspensdes de amostra foram deixadas a secar em discos de mica
em camara com atmosfera modificada (N2) por 3 h. Utilizou-se a técnica de forca de
pico. As medicbes empregaram uma sonda de nitreto de silicio (ScanAsyst-Air,
Bruker), com for¢ca nominal constante de 0,4 N/m. As medidas de comprimento e
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diametro obtidas por AFM foram analisadas com o Software Imagej Verséao 1.53. As

meédias e desvio padréo, foram calculadas no Software BioEstat 5.0.

4.1.2. Elaboracdo da emulséo Pickering

Utilizou-se como fase apolar oleina de palma (180A, Grupo Agropalma,
fornecida pela MasterSense Ingredientes e Aromas, Jundiai, SP) e fase polar agua
na propor¢cao massica de 1:10 de 6leo/dgua. Paralelamente, agitou-se por 10 min
(em agitador magnético a 50 rpm) uma mistura entre a suspensdo de NCCB (em
volume calculado para conter 5% m/V de NCCB com base no volume de 6leo da
emulsdo) e NaCl (em massa calculada para resultar em uma concentracéo final de
25 mM na emulséo). Considerando que as cargas negativas dos grupos sulfato na
superficie dos NCCB promovem repulsdo entre nanocristais, o que prejudicaria o
acumulo de NCCB na interface 6leo/agua, é necessario o uso de NaCl como fonte
de contra-ions para estabilizar a interface.(51)

A emulsdo foi entdo submetida a sonicacdo em Ultrassom de Ponteira
Branson (modelo Sonifier 450, a 400W, frequéncia 20 kHz), em 6 sessdes de 60 s
com intervalos de 30 s, a 30% de amplitude (correspondente a 135 W / 25 mL).

Adicionaram-se 6 mL da emulsao a frascos graduados de 10 mL com tampa
de rosca, para a andlise de estabilidade visual, e o restante da emulséo foi utilizado
para o estudo do potencial zeta e diametro médio das goticulas.

4.1.3. Estudo de estabilidade e caracterizacdo da emulséo

4.1.3.1. Diametro médio e Potencial Zeta

A distribuicdo do didmetro das particulas e o potencial zeta foram
determinadas em Zetasizer Nano ZS (Malvern modelo: ZEN3600). As emulsdes
foram diluidas na propor¢céao massica de 2,5:1000 em agua Milli-Q. As analises foram
realizadas em triplicata e repetidas em diferentes tempos (0, 24, 72 e 168 h), sendo

calculada a média e o desvio-padréo.
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4.1.3.2. Estabilidade visual

ApGs 24 h da elaboragdo, a emulsdo foi observada visualmente, a fim de
verificar indicios de instabilidade (ex: separacdo de fases, presenca de goticulas
visualmente coalescidas). A emulsdo ficou em armazenamento em temperatura
ambiente 25 °C e foi medida a altura de fase cremeada em proporcao a altura da

emulsao, seguindo a metodologia (52), nos tempos 0h, 24h, 72h e 168h.

4.1.3.3. Microscopia confocal de fluorescéncia

A emulséo foi diluida na propor¢cdo massica de 2,5:1000 em agua Milli-Q e
adicionou-se 5 pL de solucdo de curcumina (20 pg de curcumina por mL de etanol)
como agente marcador fluorescente, para cada 5 pL de emulsdo. O equipamento
utilizado para andlise foi o microscépio confocal de fluorescéncia Zeiss (modelo LSM
780 invertido) equipado com um LASER Ti:Safira (emissao: 690-1050 nm) com um
aumento de 63X, pertencente ao Laboratério Multiusuario de Microscopia Confocal
do IFSC / USP, Séo Carlos-SP. Realizou-se a captura da imagem com a amostra
umida (figura 8A) e ap0s a amostra secar a temperatura ambiente no microscopio
(figura 8B).

4.2.Elaboracéao dos filmes

Foram preparados 5 filmes (Figura 2): (a) alginato (Alg), ou controle; (b)
alginato com probidtico (Alg-Prob); (c) alginato com emulsdo Pickering(Alg-QOil); (d)
alginato com NCCB (Alg-NCCB); (e) alginato com emulséo Pickering e probidtico
(Alg-Qil-Prob).
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Dispersdes filmogénicas \, NCCB

Oleo de palma
(Estabilizado por
1 NCCB)
——— Prohiético

Alginato (Matriz)

w

o

Figura 2. Esquema das diferentes formulagdes para formacéo de filmes. 1: alginato puro. 2:
alginato + probidtico. 3: alginato + emulséo Pickering. 4: alginato + nanocristais de celulose. 5:
alginato + probiético + emulsao Pickering.

Todos os filmes foram formulados a partir de 6 g de alginato e 2,1 g de
sorbitol e uma solucéo reticulante de cloreto de célcio (0,18g de CaClz em 75 mL de
agua).

Para o filme Alg, adicionaram-se o alginato e o sorbitol em um becker
contendo 225 mL de agua destilada a 50 °C. A mistura foi agitada a 2000 rpm por 10
min em agitador mecanico (IKA modelo: EUROSTAR 400 control). Em seguida, com
o auxilio de uma bureta, gotejou-se a solucdo de CaClz (a 2,5 mL/min) a disperséo
de alginato, mantendo a agitacdo por 50 min. A dispersao filmogénica foi entédo
desgaseificada a vAcuo em bomba a vacuo (KNF LAB modelo: N860.3 FT.18) por 15
min a uma pressdo estimada em -800 mmHg, e depositada sobre placas (com
espessura inicial de 2 mm pelo uso de uma barra niveladora para casting). A
dispersao foi seca em estufa a 50°C por 24 h. Os filmes secos foram acondicionados
em camera climatica (Ethik Technologies serie: 420-CLDTS) com umidade relativa
de 50% a 25 ° C.
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O filme Alg-NCCB foi feito seguindo o mesmo procedimento, porém incluindo
a adicao de dispersdo de NCCB (em volume tal que contivesse 0,06 g de NCCB) ao
final da agitacdo do alginato e sorbitol, com agitacdo adicional de 2 min antes da
adicao do CaCl..

O filme Alg-Prob foi feito seguindo o mesmo procedimento do filme Alg,
sendo que, ao final da agitacdo do alginato e sorbitol, foi adicionado 1 g da cultura
comercial de B. coagulans BC4 50 MLD Lote: C235515A (Sacco, SRP, Italia), que
corresponde a uma concentracao de células viaveis de 11 log UFC/g. Apos a adigédo
do probidtico, a agitacédo foi mantida por mais 2 min, antes da adicdo do CacCl-.

Para os filmes contendo a EP de 6leo de palma, preparou-se uma emulsao
estoque (segundo descrito no item 5.1.2) para posterior adicdo a dispersao
filmogénica.

O Filme Alg-Oil foi feito seguindo 0 mesmo procedimento do filme Alg, porém
com a adicdo de 12 mL de emulsao de 6leo de palma (com 10% de 6leo) ao final da
agitacdo do alginato e sorbitol. Apds a adicdo da emulsédo, a agitacao foi mantida por
mais 2 min, antes da adi¢céo do CacClz.

Para o Filme Alg-Oil-Prob, seguiu-se a mesma sequéncia do filme Alg-Oil,
porém com o acréscimo de 1 g da cultura comercial de B. coagulans juntamente com
0 acréscimo da emulséo.

Todos os filmes foram condicionados em camara climéatica (Ethik
Technologies, 420-CLDTS), por pelo menos 48 h a 50% UR e 25°C antes das

determinacoes.

4.3.Caracterizacao dos filmes

4.3.1. Permeabilidade a vapor de agua (PVA)

A determinacdo de PVA, com oito repeti¢cbes, foi baseada no método E96 /
E96M-16 (53) a 25 ° C, utilizando uma céamara climatica 420-CLDTS (Ethik
Technologies, Vargem Grande Paulista, SP), a 50% UR e 25°C, em células de
permeacdo em teflon com 2,4 cm de didmetro, contendo 2 mL de agua destilada
(100% UR). Foram realizadas 8 pesagens ao longo de cerca de 24 h, com intervalo

minimo de 1 h entre as pesagens.
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4.3.2. Angulo de contato

O ensaio foi realizado em um medidor de contato 6ptico CAM 101 (KSV
Instruments) com camera digital CCD KSV-5000 e software KSV CAM2008. Foram
pipetados 5 pL de agua Milli-Q nas superficies dos filmes, e registradas 60 imagens
ao longo de 60 s. As analises foram realizadas nas superficies superiores dos filmes
(a saber, as superficies da interface filme-ar durante a secagem), para cada amostra,

com 7 repeticdes, conforme a norma ASTM D5725-99 (54).

4.3.3. Ensaios mecanicos

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas em uma
Maquina Universal de Ensaios EMIC DL3000, equipada com célula de carga de 10
kgf (98,06 N). Os experimentos foram realizados seguindo a norma ASTM D882-09
(55) utilizando corpos de prova tipo | (ASTM D638-09) (56), velocidade de
estiramento de 10 mm min! e separagéo inicial entre garras de 100 mm. Para cada

filme, no minimo 10 corpos de prova foram utilizados.

4.3.4. Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho (FT-IR)

dos filmes de alginato.

Para a andlise, amostras de filmes (3mm?2) foram preparadas. Usou-se
equipamento espectrofotdmetro de infravermelho marca Bruker, modelo Vertex 70,
acoplado com o acessério ATR (leitura por Reflectancia Total Atenuada) com cristal
de diamante. Foram feitas 32 varreduras na amostra na resolucéo de 4 cm na faixa
de 400 a 4000 cm™.

4.3.5. Microscopia eletronica de varredura
Amostras de filmes (6mmz2) foram preparadas e fixadas em stubs de aluminio

com fita de carbono condutora e revestidos por pulverizagdo catdédica com uma

camada de ouro de 10 nm de espessura usando ACE600 Sputter Coater (Leica
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Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As superficies fraturadas foram obtidas
submergindo as amostras de filme em nitrogénio liquido por 5 min e fraturando com
uma pinca. As amostras foram montadas em stubs de aluminio com a superficie
fraturada voltada para cima, usando fita de carbono condutora, e entédo revestidos
por pulverizacdo catdédica com uma camada de ouro de 10 nm de espessura. Os
espécimes foram observados em um microscépio JSM 6510 (Jeol, Toquio, Japao)

em 10 kV, com amplia¢des da superficie em (1000 x) e fraturas (1000x e 5000x).

4.3.6. Opacidade

A opacidade dos filmes foi medida utilizando o colorimetro Chroma Meter CR
— 410 (Konica Minolta, EUA) como a raz&o entre a opacidade medida contra um
fundo preto e a opacidade medida contra um fundo branco (57). 5 medidas foram
realizadas para cada amostra de filme, e os resultados foram calculados em

porcentagem.

4.3.7 Avaliacdo quantidade de B. coagulans na dispersao filmogénica e

apo6s a secagem

Para determinacdo da populacdo de células viaveis em Unidades
formadoras de colénia (UFC) por grama de filme em base seca, calculou-se a
concentracdo de solidos totais nos filmes: Alg-prob (3,05%) e Alg-prob-oil (3,47%).

A perda de viabilidade probidtica na secagem do filme foi avaliada pela
contagem das células viaveis em dispersdes formadoras de filme (trés amostras de
1 mL tomadas antes da secagem) foram imersas em 9 mL de &gua salina (0,85%
NaCl) previamente esterilizada, e homogeneizadas em vortex por 10 segundos.
Apobs este processo, foram feitas diluicdes seriadas até 108. As amostras foram
inoculadas pelo método de gotas (com gotas de 10 yL) (58), em triplicata, em placas
de Petri contendo meio TGY (em inglés, Tryptone Glucose Yeast) agar. As placas
foram incubadas a 37 °C por 48 h, e foi feita a contagem padrdo de colbnias. Para
os filmes secos (trés amostras de 0,1 g), seguiu-se a metodologia descrita no item
4.3.8.
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4.3.8 Avaliacao da estabilidade das cepas probidticas nos filmes

Para acompanhamento da viabilidade da cepa ao longo da estocagem, os
filmes foram estocados em céamara climatica 420-CLDTS (Ethik Technologies,
Vargem Grande Paulista, SP), a 50% UR e 25°C. Nos tempos 0, 34, 76, 104 e 138
dias, amostras de filme (0,1 g) foram coletadas, em triplicata, imersas em 9,9 mL de
agua salina (0,85% NaCl) previamente esterilizada, e homogeneizadas sob agitacédo
por 1 h em shaker a 50 rpm. Foram feitas diluicdes seriadas, e o restante do
procedimento foi conduzido como no descrito na secéo 4.3.7.

Todos os resultados foram calculados em UFC por grama de massa seca.

4.3.9 Avaliacdo da viabilidade de B. coagulans durante passagem

simulada pelo TGI

Para avaliar o desempenho funcional dos filmes de alginato e a viabilidade
das bactérias durante a passagem pelo TGI e sua posterior liberacdo no intestino,
foi utilizado o protocolo INFOGEST de digestdo simulada in vitro descrito por
Minekus et al.(59), com algumas adaptacdes. O experimento foi realizado na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (Departamento de Ciéncias Biologicas, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Unesp, Araraquara, Brasil).

Para a realizacdo do experimento, foram preparados trés fluidos digestivos:
fluido simulado salivar (FSS), fluido simulado géastrico (FSG) e fluido simulado
intestinal (FSI), de acordo com a Tabela 1.

Também foram preparadas as seguintes soluc¢des: pepsina, adicionando 1
g de Pepsina (Sigma-Aldrich, P7000) em 10 mL de agua destilada; pancreatina,
adicionando 0,8 g de Pancreatina (Sigma-Aldrich, P1750) em 10 mL de &gua
destilada; e solucéo biliar, adicionando 0,7 g de Bile (Sigma-Aldrich, B8631) em 10
mL de agua destilada.
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Tabela 1 Formula¢des dos fluidos digestivos: fluido simulado salivar (FSS), fluido simulado

gastrico (FSG) e fluido simulado intestinal (FSI)

FSS (pH 7) FSG (pH 3) mL FSI (pH 7) mL
Componentes Volume da Volume da Volume da
solucéo estoque solucao estoque solucao estoque
(mL) (mL) (mL)
KCI0,5M 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 0,5 M 3,7 0,9 0,8
NaHCO31 M 6,8 12,5 42,5
NaCl 2 M - 11,8 9,6
MgCl2(H20)s 2 M 0,5 0,4 1,1
(NH4)2CO3 0,5 M 0,06 0,5 -
HCI 6 M 0,09 1,3 0,7
Agua destilada 373,75 365,7 338,5

Para a simulacao da fase oral, 4 mL da solucédo FSS, 25 yL CaCl2 0,3 M e
975 uL de &gua destilada foram misturados com 0,2 g de filme. Entdo, as amostras
foram mantidas em banho metabdlico tipo Dubnoff (MA 093, Marconi, Piracicaba,
Brasil) a 37 °C por 2 min sob agitacdo a 180 rpm. Apds a incubacao, 0,1 mL do fluido
foi retirado e adicionado em 0,9 mL de solugéo salina (0,85% de NaCl) previamente
esterilizada, para realizacao das diluicdes seriadas e plaqueamento pelo método de
gotas, como descrito no item 4.3.7.

Para a simulacdo da fase gastrica, foram adicionados a solucdo da fase oral
7,5 mL da solucéo FSG, 1,6 mL de solucéo de pepsina (Sigma-Aldrich, P7000, 25000
U mL?), 5 yL de CaCl2 0,3 M, 0,2 mL de HCI 1 M e 0,695 mL de agua destilada. O
pH foi ajustado para 3 com o auxilio de um pHmetro e a mistura foi incubada
novamente em banho metabdlico a 37 °C por 2 h. Apés a incubacéao, 0,1 mL do fluido
foi retirado, adicionado em 0,9 mL de solugéo salina para realizacao das diluicbes
seriadas e contagem de bactérias, como na fase oral.

Para a simulacdo da fase intestinal, foram adicionados a solucéo da fase
gastrica 11 mL da solugédo FSI, 5 mL de solugdo de pancreatina (Sigma-Aldrich,
P1750, 800 U mL-1), 2,5 mL de solucéo biliar (Sigma-Aldrich, B8631, 160 mmol L),
40 pL de CaCl2 0,3 M, 0,15 mL de NaOH 1 M e 1,31 mL de &gua destilada. A mistura
foi incubada novamente em banho metabdlico a 37 °C por 2 h. Apds a incubacéo,
0,1 mL do fluido foi retirado, adicionado em 0,9 mL de solucéo salina para realizac&o

das diluicOes seriadas e contagem de bactérias, como nas fases anteriores.
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O experimento foi feito em triplicata (para cada fase) para os filmes Alg-Prob
e Alg-Prob-Oil. Como controle, um experimento branco (sem amostra) foi realizado
simultaneamente.

Antes da realizagéo do experimento, os filmes foram produzidos de acordo
com o item 4.2 e a quantidade inicial de probidticos nas fitas foram estimadas de
acordo com o item 4.3.7.

Os resultados foram calculados em UFC g de filme (base em massa seca
do filme inicialmente usado) liberadas em cada fase.

4.4. Andlise estatistica

Os dados das andlises (propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor
de agua, angulo de contato e opacidade) foram analisados via software Minitab 19,
e aplicando uma andlise de variancia (Anova, 1 fator) seguida do teste de Tukey para

comparacdes multiplas (p <0,05).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Difracao de raios-X, FT-IR e Microscopia de for¢ca atdmica dos NCCBs.

Os resultados da analise de DRX se encontram na figura 3, sendo possivel
notar a predominéncia de picos no angulo de Bragg 26: 14,7, 16,9 e 22,8 padrao
conhecido na literatura como caracteristicos de celulose | e sdo geralmente
atribuidos a planos cristalograficos de [101] (regido amorfa), [101] (regido amorfa) e
[002] (regido cristalina). A presenca desses picos de difracdo caracteriza a celulose
tipo la, que é prevalente na celulose bacteriana (60—62). Os NCCB apresentaram

cristalinidade de 69%.
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Figura 3. Difratograma de raios-X dos NCCB.

A fim de verificar a estrutura quimica dos NCCBs, efetuou-se analise de FT-
IR. Na figura 4 encontram-se 0s espectros. Bandas caracteristicas de grupos
hidroxila (OH)(62) foram observadas entre 3650 a 2892 cm, a banda 2889 cm™ é
atribuida a vibragdo de alongamento de CH(60,63) o pico em 1645 cm 1 ¢é atribuido
a agua absorvida (H-O-H) os picos 1051, 1311 e 1423 cm ! estdo associados a
(curvatura simétrica CH 2 e curvatura OH) 665 cm ! (C-OH fora do plano de
curvatura) e 900 cm ! (CH fora do plano de curvatura) dados muito préximos aos
encontrados por Arserim-Ucar et. al. (62) indicando bandas tipicas de celulose

bacterina.
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Figura 4. Espectro de FT-IR dos NCCBs.

Na figura 5, encontra-se a imagem de AFM dos NCCBs. Pode-se notar que
0S nanocristais encontram-se no formato de bastonete, morfologia caracteristica de

nanocristais de celulose (64). O diametro e o comprimento médios desses NCCBs
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foram encontrados em 34 + 12 nme 320 =120 nm, respectivamente. George e

Siddaramaiah (64), analisaram as medidas dos nanocristais de celulose bacteriana,

obtendo valores de diametro médio 20 £ 5 nm e de comprimento 290 + 130 nm,

valores proximos aos encontrados neste trabalho, tendo em vista que as dimensfes

dos nanocristais de celulose variam amplamente, dependendo da fonte do material

celulésico e das condi¢des sob as quais a hidrolise foi realizada (65).
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Figura 5. Imagens de AFM de nanocristais

tratamento de hidrélise acida.

[T 15.0nm
714.0

1710.0

8.0

6.0
40

20

| 1um 0.0

de celulose bacteriana obtidos ap6s o



31

5.2.Caracterizacdo da Emulsao Pickering

5.2.1. Potencial Zeta e tamanho de goticulas

Os dados de potencial Zeta da emulsdo se encontram na figura 6, onde é
possivel observar que em todas as faixas de tempo as emulsdes se mantiveram com
potencial de modulo maior que 30 mV (com excec¢ao do tempo 0, em que a medida
foi de -28 mV), indicando relativa estabilidade cinética das emulsdes a coalescéncia
(66).

45 -

-39 a
-40 T
35 —34 b
= -31 &
S 0] -28d E
.g -25
8
g 20
Q.
< 15
N
-10 4
54
0
oh 24h 72h 168h

Figura 6. Dados de potencial zeta da emulséo Pickering, para diferentes tempos de
estocagem a 25°C.

O perfil de tamanhos das goticulas da emulsdo se encontra na figura 7. O
tamanho médio aumentou significativamente no tempo 24h , porém ja em 72 h o
valor voltou a ficar dentro da faixa do tempo 0, mantendo-se apés as 168 h do teste.
Este resultado corrobora com os dados encontrados com o potencial zeta da

emulséo indicando que nédo esta havendo coalescéncia das goticulas.
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Figura 7. Dados de tamanho de goticula da emulsdo em diferentes tempos
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5.2.2. Estabilidade da emulsdo em bancada
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Figura 8. Percentual de emulséo e agua liberada da emulsao em diferentes tempos

A fim de verificar a acdo do tempo no volume total da emulséo, realizou-se
um teste de estabilidade em bancada, verificando o volume de emulséo e de fase
aquosa (soro) separada (Figura 8). Logo apoés a elaboracdo da emulsao, o sistema
apresentava-se completamente emulsionado, iniciando uma pequena liberagcédo de
agua com o passar do tempo. Apos as 168 h, a porcdo visualmente emulsionada
ainda representava 86,2% do volume, ndo tendo sido verificadas evidéncias visuais
de coalescéncia ou separacéao de fase oleosa.

A visualizacéo foi verificada apds 24 h da elaboracdo e ndo observou-se a
presenca de 6leo ndo emulsionado na superficie do sistema, havendo apenas uma
pequena liberacédo de agua, corroborando os dados de estabilidade, onde houve uma

liberacdo de uma pequena quantidade de agua ndo emulsionada.

5.2.3. Microscopia confocal de fluorescéncia

As imagens da microscopia confocal das EP de 6leo de palma podem ser
notadas na figura 9. Analisando as imagens nota-se que existe uma distribuicéo
uniforme entre as goticulas (A), o nucleo de coloracdo azul representando o 6leo de

palma emulsionado. Em condi¢gbes apolares, a curcumina fluoresce com maior
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intensidade a 425 nm, onde o efeito do ambiente hidrofébico intensificou a emissao
de cor azul. Essa preferéncia pelo meio apolar pode ser devida as por¢des fenolicas
da curcumina, que interagem com a regido hidrofébica da emulsdo (67). Ja
guando a curcumina estava localizada na interface nanocristais/meio aquoso, ela
emitiu cor amarela na regiao 550 nm indicando a camada estabilizante caracteristica
de uma EP. Ali et al. (68) encontrou pico de emissdo de fluorescéncia de
curcumindide em amostras umidas em 571 nm. Na imagem (B) encontram-se uma
imagem da emulsao seca, sendo ainda possivel notar a formacéo da EP de 6leo de

palma estabilizada com os NCCB.

Figura 9: Micrografias fluorescentes da emulsdo estabilizada por NCCB. (a) Emulsdo na fase
liquida; (b) goticulas de emulsdo secas.

5.3.Caracterizacéo dos filmes
5.3.1. FT-IR dos filmes
Os espectros de infravermelho dos filmes se encontram na figura 10, pode-

se notar a presenca das bandas 3297 (OH), 2918 (CH), 1593 e 1409 (COO-) e 1025
cm? (C-C e C-O) em todos os filmes analisados, corroborando com os dados
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encontrados por Badita et al. (69) que tracou o perfil de infravermelho de filmes de
alginato de sodio. Nao houve alteracdo perceptivel nos espectros quando
adicionaram-se 0s probidticos, resultado proximo ao encontrado por Oliveira-
Alcantara (70) que observaram que a adi¢do do B. coagulans em filmes de celulose
bacteriana e goma de caju pouco alterou os espectros. Ja os filmes contendo EP de
6leo de palma evidenciaram a presenca das bandas 2.925 e 2850 cm™
caracteristicas de vibracdo de alongamento assimétrico e simétrico do C-H alifatico
nos grupos CH2 e CHs, grupos conhecidos por fazerem parte das moléculas de
triacilglicerol presentes no 6leo de palma (71) e também a banda 1743 cm®
carateristica da ligacdo C=0 do grupo carbonil éster, atribuida principalmente as

vibracoes de ligacao dos lipideos (72,73).
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Figura 10. Espectros de infravermelho dos filmes de alginato

5.3.2. Opacidade e imagens dos filmes

As imagens obtidas para os filmes com diferentes formulacdes estdo na
figura 11. Os filmes Alg, Alg-NCCB e Alg-Prob se apresentaram razoavelmente

transparentes, enquanto que a presenca de Oleo conferiu certa opacidade. Os filmes
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Alg, Alg-NCCB, Alg-Oil e Alg-Prob ndo mostraram diferenca quando comparados a
olho nu, apenas encontrando diferenca para o filme contendo EP e probiotico. Ja
quando verificamos os resultados de opacidade os filmes Alg-oil (16%) e Alg-prob-
oil (15%) diferiram significativamente com os demais, mostrando que a adi¢éo de EP

aumentou a opacidade do filme, provavelmente devido ao aumento da disperséo de

luz pelas goticulas de 6leo dispersas na matriz (74).
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Figura 11. Imagens dos filmes, seguido da média de opacidade. Para opacidade, valores

seguidos de pelo menos uma letra em comum nao diferem significativamente (p>0,05). Desvios-
padrdo: (N=5): Alg: £0,15; Alg-nccb +0,44; Alg-oil £0,25; Alg-prob £1,71 e Alg-prob-oil £0,21.

5.3.3. Permeabilidade a vapor de agua (PVA)

Na figura 12 encontram-se os resultados de permeabilidade ao vapor de
agua dos filmes. Os filmes Alg-Oil e Alg-Prob-Oil tiveram uma maior permeabilidade
ao vapor de agua quando comparados ao filme controle, verificando assim que a
adicao da emulséo Pickering nos filmes teve resultado oposto ao esperado (melhorar
as propriedades de barreira). Pratama et al. (12) verificou o efeito da incorporacao
da EP de oleina de palma estabilizada com quitosana em filmes de amido,
encontrando uma reducdo significativa nos valores de permeabilidade de agua
guando comparado com o filme controle. Ja Liu et al. (75), ao aplicar EP de dleo
misto (6leo essencial de orégano e 6leo de soja) estabilizadas por coacervados
complexos de proteina de soja soluvel em acido e polissacarideo de soja soluvel
(SSPS) em filmes a base de SSPS, observaram um aumento da PVA ao aumentar

a concentracdo de 6leo. O aumento de PVA nos filmes contendo EP, observado
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neste estudo, provavelmente se explica pela ocorréncia de descontinuidades na rede
polimérica, promovidas pelas goticulas da emulsao, o que pode facilitar a permeacéo
das moléculas de 4gua(49). Por outro lado, a adigdo do probi6tico ndo resultou em
aumento da permeabilidade, em contraste com o trabalho de Tapia et al (41), em
que a adicao de probidtico (Bifidobacterium lactis BB12) aumentou a permeabilidade,
o que foi atribuido a um aumento no espacamento entre as cadeias poliméricas,

promovendo maior difusividade e, consequentemente, a permeacao dos vapores de

agua.
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Figura 12. Permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes. valores seguidos de pelo menos uma
letra em comum nao diferem significativamente (p>0,05). Desvios-padrdo: (N=5): ( Alg: +0,36;
Alg-nccb +0,22; Alg-oil £0,08; Alg-prob +0,36 e Alg-prob-oil £0,08).

5.3.4. Angulo de contato

Os dados encontrados para o angulo de contato dos filmes estdo
representados na figura 13. A presenca de emulsdo Pickering (por si s6) ndo
conferiu aumento de hidrofobicidade aos filmes, o que pode ser explicado pela
robustez da camada de NCCB, mantendo a fase oleosa sem interacdo com o0s
demais componentes do filme, e portanto ndo afetando sua hidrofobicidade. Ja para
os filmes contendo probioticos, houve um aumento significativo da hidrofobicidade
da matriz, com angulo de contato 49% maior quando comparado com o filme
controle, em contraste com os filmes de CB/goma de cajueiro adicionados da mesma

espécie de probidtico (57), que ndo apresentaram aumento do angulo de contato em



37

relacdo ao filme controle. Esse aumento do angulo de contato dos filmes contendo
probioticos pode estar relacionado a presenca de rugosidades na superficie dos
filmes, conforme evidenciado nas micrografias (Figura 13). A presenca de
rugosidade superficial pode aumentar a hidrofobicidade da superficie (76,77).
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Figura 13. Dados de angulo de contato dos filmes. Valores seguidos de pelo menos uma letra
em comum n&o diferem significativamente (p>0,05). Desvios-padréo: (N=5): ( Alg: £8,23; Alg-
nccb +7,03; Alg-oil £3,82; Alg-prob +£3,10 e Alg-prob-oil +1,94).

5.3.5. Microscopia eletrénica de varredura

As imagens transversais dos filmes e da superficie foram examinadas(figura
14). Os filmes Alg e Alg-NCCB apresentaram uma superficie lisa e homogénea
caracteristica de filmes puros de alginato, corroborando com as caracteristicas
encontradas por lonita et. al (78). Também é possivel notar através das imagens
transversais, a presenca de estrutura compacta dos filmes.

Para os filmes contendo EP de 6leo de palma (Alg-oil e Alg-prob-oil),
verificou-se a presenca de esferas caracteristicas de goticulas de emulsdo
distribuidas pela superficie e na regido da fratura, também €& possivel notar
microporos na superficie dos filmes, provavelmente devido a presenca de
microbolhas de ar formadas durante o processo e nao eliminadas durante a extragéo

a vacuo (79).
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Para os filmes contendo probioticos (Alg-prob-oil e Alg-prob), as imagens

transversais evidenciaram a presenca de orificios, no filme Alg-prob foi possivel

identificar as células de B. coagulans preenchendo esses espacos. Este resultado

corrobora os achados de Ebrahimi et. al (80), em que as micrografias mostraram

orificios no interior dos filmes de carboximetilcelulose contendo probiéticos. Também

€ possivel notar o contorno de células probioticas na superficie do filme Alg-prob.
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Figura 14. Microscopia eletrénica de varredura para os filmes de alginato. Para as imagens de
superficie com aumento de 1000x considerar: A, D, G, J e N. Para imagens transversais do filme com

aumento de 1000X considerar: B, E, H, L e O, JaA com aumento de 5000X considerar: C, F, I, M e P.

5.3.6. Propriedades mecanicas

A tabela 2 mostra resisténcia a tracdo, elongacdo e modulo elastico. Os
valores de resisténcia a tragao nao foram significativamente afetados pela presenca
de NCCB, emulséo e/ou probidtico, e os valores ficaram cerca de 6 vezes maiores
gue 4 MPa, que é considerado o valor minimo para embalagens de alimentos (81).

Os valores de elongacéo foram bastante baixos, sendo que a presenca de
emulsdo e/ou de probidtico individualmente ndo afetaram os valores, em contraste
com os achados de outros artigos. Um aumento de elongacao resultante da presenca
de emulséo foi encontrado por Aydogdu et al. (74) em filmes de goma guar com
emulsao de 6leo essencial de laranja; os autores justificaram o aumento a uma maior
densidade de ligagbes de hidrogénio, aumentado a mobilidade das cadeias do
polimero. Um aumento de elongacdo derivado da presenca de probibticos foi
observado por Oliveira-Alcantara et al. (70) em filmes de CB e goma de cajueiro com
B. coagulans, o que foi atribuido a diminuicdo das atracdes intermoleculares entre
cadeias poliméricas adjacentes. No presente estudo, o Unico valor de elongacao com
diferenca significativa em relagcdo aos demais foi para o filme contendo EP e B.
coagulans, que apresentou maior elongacdo. Uma possivel explicacdo para isso é
gue os ions calcio tenham interagido com as cargas negativas superficiais nos NCCB
das goticulas de emulséo (grupos sulfato livres) e com os grupos fosfato dos acidos
teicoicos da parede celular do probidtico (82,83), resultando em liberacéo de sorbitol,
aumentando o seu efeito plastificante.

O médulo de elasticidade foi diminuido pela presenca da emulsdo, assim
como observado por Aydogdu et al. (74). Por outro lado, a adigdo de probiotico
resultou em aumento do modulo, possivelmente sendo influenciado por interacdes
eletrostaticas envolvendo probiotico, calcio e matriz, melhorando a rigidez do

material.
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Tabela 2. Propriedades mecanicas dos filmes.

Resisténcia a Elongacgéo Mdédulo (MPa)
tracdo (MPa) (%)
Alg 25,93 + 4,64 2,85+1,09b 1513 +152 b
Alg-Prob 29,57 £ 7,00 2,57 +0,96b 1850 + 227 a
Alg-Oil 29,06 +5,18 2,72+1,10b 1175 +57,0¢c
Alg-NCCB 24,50 + 5,07 2,40+0,79b 1588 + 200 ab
Alg-Oil-Prob 29,03 + 7,67 6,55+1,71a 1610 + 403 ab

Os dados representam média e desvio padrdo (n=10). Valores seguidos por pelo menos uma
letra em comum (ou n&o seguidos por letras) ndo apresentam diferenca significativa (Tukey,
p>0,05).

5.3.7. Avaliacdo da estabilidade das cepas probioticas nos filmes

Os dados apresentados na figura 15 evidenciam os resultados da avaliacao
da estabilidade dos probidticos ao processo de secagem do filme e ao tempo de
armazenamento.

N&o houve diferengas significativas entre a contagem inicial da disperséo e
a contagem do filme apds secagem, mostrando que, mesmo passando por
tratamento térmico, a contagem de B. coagulans néo foi significativamente afetada.
Em contraste, Oliveira et. al. (84) reportou que a contagem de probiéticos em
morangos com revestimento de alginato contento B. coagulans, foi reduzida em 1,2
log UFC/g'por secagem em estufa (50 °C por 48h). A diferenca para este estudo
poderia ser parcialmente explicada pelo maior tempo de secagem usado para o0s
morangos. Oliveira-Alcantara et. al. (70) também notou reduc¢éo na viabilidade do B.
coagulans (-1,2 log UFC/g™) em filme de celulose bacteriana com goma de cajueiro
apos secagem em estufa (80 °C por 2,5h). Naquele trabalho, apesar de o tempo de
secagem ter sido curto, a temperatura foi bem mais alta, o que poderia explicar a
diferenca para o presente estudo. Os resultados encontrados neste trabalho,
possivelmente estéo relacionados a fatores da resisténcia do B. coagulans, tendo
em vista que sua temperatura de crescimento perfeita € de 35 a 50 ° C (85), e
também a interacdes eletrostaticas bactéria/Ca?*/alginato conferindo uma protecéo
melhorada ao probiético promovida pelo filme. Juri¢ et.al (86) estudaram a viabilidade
de Lactobacillus seikei e ions de calcio encapsulados em microesferas de alginato,
onde verificaram que a sobrevivéncia do probidtico era melhorada com a presenca

dos ions de calcio, que foi considerado um componente ativo na fermentacéo,
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beneficiando a sobrevivéncia, atividade e crescimento de bactérias produtoras de
acido lactico.

Quando comparamos a viabilidade de células probibéticas, apds o tempo de
armazenagem (0-138 dias), apesar de ter havido alguma queda (significativa), elas
foram pequenas (no filme Alg-prob, a reducéo na viabilidade foi de 0,6 log UFC/gt,
e para o Alg-prob-oil, 0,4 log UFC/g™). Os filmes de alginato se mostraram eficientes
na armazenagem dos probioticos, ndo houve alteracdo da viabilidade dos probioticos
com a adi¢do da EP de 6leo de palma.
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Figura 15. Viabilidade do probidtico durante processamento e estocagem. Apresentados
como média e desvio padrao

5.3.8. Viabilidade de B. coagulans durante passagem simulada pelo TGl

Os resultados para o comportamento dos filmes probibticos ap6s cada
estagio do modelo gastrointestinal sdo mostrados na tabela 3. E possivel notar que
o B. coagulans contido nos filmes (Alg-prob e Alg-prob-oil) sobreviveram bem a
passagem simulada pelo trato gastrointestinal, notando-se que nao houve diferenca
significativa entre a contagem inicial dos filmes e a contagem da fase intestinal,

mantendo sua viabilidade mesmo com a a¢édo do pH ou & agdo de enzimas gastricas
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e intestinais, corroborando com dados da literatura que apontam a resisténcia do B.
coagulans a passagem do trato gastrointestinal (84,87). Os esporos de Bacillus
podem sobreviver na acidez extrema do estdmago e tolerar os sais biliares e outras
condi¢des hostis do trato gastrointestinal (26).

Aparentemente, houve alguma liberacéo de probidticos na boca. No caso do
filme Alg-Prob, parece ter havido uma liberacdo adicional no estbmago, ja que a
contagem aumentou, o que indica que o alginato nao foi tdo eficaz em reter as
bactérias em sua estrutura durante a passagem pelo estémago. O filme Alg-Prob-
Oil, ndo parece ter havido liberacdo adicional no estdbmago diferindo
significativamente do Alg-prob, mantendo aparentemente a sobrevivéncia das
bactérias liberadas na boca, o que sugere que a emulséo Pickering pode ter exercido
alguma acgéao protetora aos probidticos no ambiente do estbmago.

Apesar de ter havido alguma liberacdo dos probioticos antes do intestino, as
contagens finais no intestino ndo diferiram significativamente das contagens iniciais
nos filmes.

Tabela 3. Viabilidade do probi6tico durante passagem simulada pelo trato gastrointestinal, os
resultados sdo apresentados log UFC/g (em base seca do filme).

Local Filmes

Alg-prob Alg-prob-oil
Filme (inicial) 9,37 £ 0,006 a 9,47 +0,074 a
Boca 8,61+0,072b 8,47 £ 0,036 b
Estdbmago *9,10 + 0,062 ab *8,30+ 0,162 b
Intestino 9,530,403 a 9,32+0,181 a

Os dados apresentam média e desvio padrdo (n=3). Valores na mesma coluna seguidos por pelo
menos uma letra em comum ndo apresentam diferenca significativa (Tukey, p>0,05). *
diferencas significativas, (p <0,05) no teste t pareado entre tratamentos.
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6. Concluséao

Em concluséo, no presente estudo foi demonstrado que € possivel adicionar
emulsdo Pickering de 6leo de palma e imobilizar Bacillus coagulans em filmes de
alginato. Entretanto a adicdo da emulsdo nao resultou em aumento da
hidrofobicidade e redugcdo da permeabilidade dos filmes ao vapor de 4gua, como
esperado. Por outro lado, a presenca do probidtico aumentou o carater hidrofébico
dos filmes (provavelmente pelo efeito de rugosidade) e aumentou o modulo elastico.
Quando o probidtico e a emulsdo foram combinados, houve também aumento da
elongagéo. A viabilidade dos Bacillus coagulans nos filmes foi bem mantida ao longo
do processamento e estocagem por 138 dias. Quando os filmes passaram pelo trato
gastrointestinal simulado, ndo se observou perda da viabilidade do probiético,
mesmo com a acdo do pH ou de enzimas gastricas e intestinais.

Estes resultados demonstram um papel importante do filme de alginato como
carreador de probidticos, trazendo a necessidade de estudos de aplicacdo em

alimentos e a possibilidade de testar a disperséo filmogénica como revestimento.
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