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RESUMO 
 

 

MICROENCAPSULAÇÃO DE PROBIÓTICOS POR MULTICAMADAS 

PARA APLICAÇÃO EM ALIMENTOS 
 

 

AUTORA: Maria Fernanda da Silveira Cáceres de Menezes 

ORIENTADOR: Cristiano Ragagnin de Menezes 

 

 

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar os efeitos da microencapsulação promovidos na viabilidade de 

Lactobacillus acidophilus livres e microencapsulados por gelificação iônica associada à interação eletrostática a 

partir de partículas de pectina e concentrado proteico do soro de leite (WPC) adsorvidas sequencialmente em até 

3 camadas. A etapa de produção de partículas por gelificação iônica foi realizada com pectina de baixo teor de 

esterificação, sendo gelificada na presença de íons cálcio, seguida pelo recobrimento, por interação eletrostática, 

com o concentrado proteico. O probiótico utilizado na forma livre e microencapsulado foi o Lactobacillus 

acidhophilus LA 02. Foram elaborados 4 tipos de partículas, sendo uma partícula produzida apenas com a matriz 

encapsulante, pectina (2%), a qual foi considerada controle, pois não apresentou nenhum recobrimento e foi 

identificada por LA/P0; a LA/P1 foi formada por pectina (2%) e um revestimento de WPC (2%); a LA/P2 foi 

formada por pectina (2%), um revestimento de WPC (2%)  e sobrecamada de pectina (0,3%) e a LA/P3 foi 

formada por pectina (2%), um revestimento de WPC (2%), sobrecamada de pectina (0,3%) e por último, 

novamente o WPC (0,5%), caracterizando-as como partículas multicamadas e o padrão, os micro-organismos 

livres. A eficiência de encapsulação, tamanho e morfologia foram avaliados, a fim de caracterizar as partículas 

úmidas e liofilizadas, bem como foram avaliados a viabilidade dos lactobacilos livres e microencapsulados, após 

a exposição in vitro às condições gastrointestinais, após a simulação de tratamentos térmicos e durante 120 dias 

de armazenamento às temperaturas de congelamento (-18ºC), refrigeração (5ºC) e ambiente (25ºC). A eficiência 

de encapsulação reduziu quando camadas foram adsorvidas, tanto para as partículas úmidas quanto as 

liofilizadas. Em relação ao tamanho, a adsorção de WPC reduziu o tamanho das partículas que variaram entre 

447,6 – 208,0 µm para as úmidas e, entre 575,2 – 421,1 µm para as liofilizadas. As partículas apresentaram-se 

ligeiramente esféricas, no entanto, o processo de liofilização promoveu rompimento da estrutura apresentando 

poros superficiais. A exposição aos diferentes pHs que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal mostrou 

que as micropartículas úmidas LA/P1 e LA/P3 apresentaram baixa permeabilidade em condições ácidas e alta 

permeabilidade ao ambiente neutro do intestino, enquanto que os micro-organismos livres apresentaram perda de 

viabilidade. Estas mesmas partículas, e ainda, a LA/P2 liofilizadas, exibiram melhor resistência que os 

probióticos livres no fluido intestinal simulado. Em relação, aos tratamentos térmicos aplicados às partículas 

úmidas, observou-se que a LA/P1 resistiu à exposição à 63ºC por 30 min, pois não apresentou diferença 

significativa (p > 0,05) em relação a contagem inicial (9,57 log UFC/g). Quando submetidas a 72ºC por 15 s, 

também a LA/P1 foi mais resistente, com redução de 2,14 log UFC/g, enquanto que a cultura livre reduziu 5,4 

log UFC/g. As partículas liofilizadas frente à 72 ºC por 15 s apresentaram resistência ao teste, exceto a LA/P0 e 

os lactobacilos livres que apresentaram perda de viabialidade.  As melhores viabilidades das partículas úmidas 

foram obtidas na estocagem sob temperatura de -18ºC, com contagens de 7,86 log UFC/g para a LA/P1 ao final 

do período (120 dias) e 6,55 log UFC/gpara a LA/P3 por 105 dias. Já, as partículas liofilizadas, LA/P1, LA/P2 e 

LA/P3 apresentaram resistência satisfatória ao período de 120 diascom viabilidade em torno de 7 log UFC/g 

quando estocadas às temperaturas de refrigeração (5°C) e congelamento (-18°C). Este estudo mostrou que a 

gelificação iônica externa e interação eletrostática utilizando pectina associada a WPC em multicamadas 

demonstrou-se um sistema eficaz de microencapsulação para promover maior proteção e viabilidade a 

Lactobacillus acidophilus frente a condições adversas. 

 

Palavras-chave: Multicamadas.Pectina. Concentrado Proteico do Soro.Probióticos. 
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ABSTRACT 

 
 

MICROENCAPSULATION OF MULTI-LAYER PROBIOTICS FOR FOOD 

APPLICATION 

 

 

AUTHOR: Maria Fernanda da Silveira Cáceres de Menezes 

ADVISOR: Cristiano Ragagnin de Menezes 

 

 
The aim of this study was to evaluate the effects of microencapsulation promoted on the viability of 

free and microencapsulated Lactobacillus acidophilus by ionic gelation associated with electrostatic 

interaction from pectin particles and whey protein concentrate sequentially adsorbed in up to 3 layers. 

The particle production stage by ion gelation was performed with low esterification pectin, being 

gelified in the presence of calcium ions, followed by coating, by electrostatic interaction, with the 

protein concentrate. The probiotic used in the free and microencapsulated form was Lactobacillus 

acidhophilus LA 02. Four types of particles were made, one particle produced only with the 

encapsulant matrix, pectin (2%), which was considered a control, since it did not have any coating, 

was identified by LA/P0; LA/P1 was formed by pectin (2%) and a WPC coating (2%); LA/P2 was 

formed by pectin (2%), a WPC coating (2%) and pectin overlay (0.3%) and LA/P3 was formed by 

pectin (2%), a WPC coating (2%), pectin overlay (0.3%) and lastly again the WPC (0.5%), 

characterizing them as multilayer  particles and the standard, the free microorganisms. The 

encapsulation efficiency, size and morphology were evaluated in order to characterize the wet and 

freeze dried particles, as well as the viability of free and microencapsulated lactobacilli after in vitro 

exposure to gastrointestinal conditions, after simulation of heat treatments and during 120 days of 

storage at freezing (-18ºC), refrigeration (5ºC) and ambient (25ºC) temperatures. Encapsulation 

efficiency decreased when layers were adsorbed to both wet and freeze dried particles. Regarding the 

size, WPC adsorption reduced the particle size ranging from 447.6 - 208.0 µm for wet and between 

575.2 - 421.1 µm for freeze drieds. The particles were slightly spherical, however, the freeze dried 

process promoted structure rupture with superficial pores. Exposure to different pHs that simulate 

passage through the gastrointestinal tract showed that LA/P1 and LA/P3 wet microparticles showed 

low permeability under acidic conditions and high permeability to the neutral environment of the 

intestine, while free microorganisms showed loss of viability. These same particles, and freeze dried 

LA/P2, exhibited better resistance than free probiotics in the simulated intestinal fluid. Regarding the 

heat treatments applied to the wet particles, it was observed that the LA/P1 resisted the exposure at 

63ºC for 30 min, since it did not present significant difference (p> 0.05) in relation to the initial count 

(9.57 log CFU/g). When subjected to 72ºC for 15s, LA/P1 was also more resistant, with a reduction of 

2.14 log CFU / g, while free culture reduced 5.4 log CFU/g. The freeze-dried particles at 72ºC for 15s 

showed resistance to the test, except for LA/P0 and free lactobacilli that showed loss of viability. The 

best viability of the wet particles was obtained at a storage temperature of -18ºC, with counts of 7.86 

log CFU/g for LA/P1 at the end of the period (120 days) and 6.55 log CFU/g for the storage. LA/P3 

for 105 days. The freeze-dried particles LA/ P1, LA/P2 and LA/P3 presented satisfactory  resistance to 

120 days with viability of around 7 log CFU/g when stored at refrigeration (5°C) and freezing (-18°C). 

This study showed that external ionic gelation and electrostatic interaction using WPC associated 

multilayer pectin proved to be an effective microencapsulation system to promote greater protection 

and viability of Lactobacillus acidophilus against adverse conditions. 

 

Key words: Multilayer. Pectin. Whey Protein Concentrate. Probiotics 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

 

Essa tese segue as normas estabelecidas na Estrutura e Apresentação de Monografias, 

Dissertações e Teses – MDT da UFSM (UFSM, 2015). Os dados da pesquisa estão 

apresentados na forma de quatro artigos científicos, sendo um de revisão bibliográfica, e três 

com resultados da pesquisa, sendo que o último constitui-se um capítulo de livro. Ao final 

dessa tese, encontram-se os itens DISCUSSÃO GERAL e CONSIDERAÇÕES FINAIS, 

apresentando uma compilação de interpretações e comentários a respeito dos resultados 

demonstrados nos artigos científicos. As REFERÊNCIAS referem-se às citações apontadas 

nos itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO dessa tese. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O aumento da expectativa de vida mundial tem despertado o interesse dos 

consumidores por alimentos saudáveis, que apresentem características nutricionais e 

componentes que cumpram funções biológicas, com objetivo de evitar doenças e 

promover saúde (STÜRMER et al., 2012). Assim, os interesses do mercado consumidor 

impulsionam a pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos na indústria de 

alimentos funcionais contendo micro-organismos probióticos. 

Os produtos probióticos são importantes alimentos funcionais, pois representam 

cerca de 65% do mercado mundial deste setor, e esse mercado continua em expansão 

(BURGAIN et al., 2011). As bactérias probióticas foram incorporadas em uma 

variedade de alimentos, incluindo produtos lácteos (como iogurtes, queijo, sorvete, 

sobremesas lácteas), mas também em produtos não lácteos (como chocolate, cereais, 

sucos) (ANAL; SINGH, 2007).  

A microencapsulação de probióticos e a sua inclusão em matrizes alimentares é 

uma das linhas de pesquisa mais desafiadoras da tecnologia de alimentos, uma vez que 

pode proteger e manter a viabilidade das bactérias durante a passagem pelo trato 

digestivo e sais biliares, resistir ao processo de produção do alimento, a sua 

incorporação no alimento e manter-se viável durante o armazenamento deste produto 

(DE VOS et al., 2010, BURGAIN et al., 2011), uma vez que o encapsulamento produz 

uma barreira física contra condições estritas (ZHANG et al., 2015). Ainda, a 

microencapsulação é de grande interesse para a indústria de alimentos, uma vez que 

pode permitir uma aplicação mais ampla de produtos probióticos no mercado de 

alimentos. Embora ainda, os produtos lácteos sejam os principais veículos dos 

probióticos, diversos estudos estão sendo realizados com a aplicação de probióticos em 

outras matrizes, como por exemplo, em produtos cárneos fermentados, com o intuito de 

agregar valor nutricional e caracterizá-los como alimentos funcionais (MARTÍN et al., 

2015; CAVALHEIRO et al., 2015). 

A técnica de microencapsulação tem sido amplamente utilizada nas áreas 

farmacêutica, alimentícia e de agroquímicos (ZHANG et al., 2015). Existem diferentes 

técnicas de microencapsulação para proteção de probióticos, entre elas, emulsificação, 

spray drying, freeze drying, coacervação complexa e a gelificação iônica ou extrusão, a 

qual aprisiona o micro-organismo em uma partícula que pode ser revestida,por meio de 
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interação eletrostática, formando um complexo de dois ou mais diferentes biopolímeros, 

geralmente, proteínas e polissacarídeos (SOUZA et al., 2012).  

Entre vários sistemas de encapsulação biopolimérica, a complexação de pectina e 

concentrado proteico tem sido identificado como um sistema de alto potencial para 

entrega e liberação de compostos bioativos (SOUZA et., 2012; GEREZ et al., 2012; 

GEBARA et al., 2013). A pectina é um polímero natural que pode ser obtida 

comercialmente ou a partir da extração de resíduos da indústria cítrica, formada por um 

complexo de polissacarídeos estruturais, de caráter aniônico que pode formar 

complexos com outros polímeros, em função de suas características eletrostáticas e de 

formação de géis. Desta forma, a pectina tem sido associada a outros polímeros naturais 

ou sintéticos e utilizada como material de revestimento pela indústria farmacêutica e de 

alimentos (SOUZA et al., 2012).  Enquanto que, as proteínas do soro de leite, na forma 

de concentrado proteico apresenta-se como um polímero catiônico, que transporta 

cargas positivas em baixo pH, apresenta propriedades gelatinizantes, devido a presença 

de grupos sulfidrilas livres (ANTUNES; MOTTA; ANTUNES, 2003). Por esta razão, 

os grupos amino, do concentrado proteico e os grupos carboxila da pectina podem 

formar uma rede tridimensional por meio de interações iônicas (SOUZA et al., 2012; 

GEREZ et al., 2012; GEBARA et al., 2013). 

Diante deste contexto, a gelificação iônica externa é uma técnica de 

microencapsulação que tem demonstrado ser viável na preservação das culturas 

probióticas.  Segundo a literatura, a aplicação do revestimento multicamadas com 

proteínas é uma alternativa para solucionar um fator limitante da técnica, que consiste 

na porosidade da micropartícula obtida por gelificação iônica externa, que representa 

uma das causas da perda da viabilidade probiótica (ETCHEPARE et al., 2016). Por isso, 

são necessários pesquisas que avaliem de partículas com multicamada proteica 

envolvendo culturas probióticas.  

 Portanto, o conceito de encapsular Lactobacillus acidophilus em multicamadas 

poliméricas, pectina e concentrado proteico, em até três camadas adsorvidas, pelo 

método de gelificação iônica externa e interação eletrostática, foram investigados em 

nosso estudo, pois esses efeitos tem sido raramente relatados na literatura. Assim, o 

presente trabalho objetivou investigar o efeito de um sistema de encapsulação, a partir 

de micropartículas de pectina, em até três camadas com concentrado proteico de soro de 

leite na viabilidade de Lactobacillus acidophilus quando exposto à condições adversas 

para aplicação industrial. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

 

Estudar os parâmetros relacionados a produção, caracterização e viabilidade de 

micropartículas probióticas obtidas pela técnica de gelificação iônica externa e interação 

eletrostática, utilizando como material encapsulante, a pectina associada a multicamadas 

de concentrado proteico do soro de leite (WPC). 

 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

 

 Estudar a formação e a obtenção do complexo pectina-concentrado proteico do 

soro de leite e analisar a complexação em até três camadas; 

 Utilizar cultura probiótica da espécie Lactobacillus acidophilus LA 02 como 

material de recheio; 

 Caracterizar o tamanho médio das micropartículas com multicamadas e sem 

camada adsorvida, bem como a sua morfologia; 

 Avaliar a viabilidade da cultura probiótica livre e encapsulada nas micropartículas 

com multicamadas e sem multicamadas, úmidas e liofilizadas, em condições que 

simulam os principais  tratamentos térmicos aplicados à alimentos; 

 Avaliar a viabilidade da cultura probiótica livre e encapsulada nas micropartículas 

com multicamadas e sem multicamadas, úmidas e liofilizadas, em condições que 

simulam o ambiente gastrointestinal; 

 Avaliar a viabilidade da cultura probiótica livre e encapsulada nas micropartículas 

com multicamadas e sem multicamadas, úmidas e liofilizadas, após a exposição às 

principais temperaturas de armazenamento ao longo de 120 dias. 
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2. DESENVOLVIMENTO 

 

 

2.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1.1 Probióticos 

 

 

Os probióticos são definidos pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 

como organismos vivos, que quando administrados em quantidades adequadas 

conferem benefícios para a saúde do hospedeiro, melhorando o equilíbrio da flora 

microbiana(FAO /WHO, 2002). Os gêneros mais estudados são os Lactobacillus e os 

Bifidobacterium considerados não-patogênicos e benéficos, pois realizam 

atividadesbiológicas positivas na saúde humana e, por isso tornaram-secomuns nas 

intervenções dietéticas e nas pesquisas que visam o equilíbrio da microbiota intestinal 

(STÜRMER et al., 2012). 

Pesquisas anteriores provaram que os probióticos contribuíram muito para 

fortalecer a imunidade, baixar o colesterol e a pressão sanguínea, além de estarem 

envolvidos na melhoria da tolerância à lactose, na prevenção do câncer e no combate a 

infecção causada por Helicobacter pylori (GILL et al., 2003). Neste sentido, os estudos 

com probióticos tem demonstrado bons resultados no tratamento de desordens 

intestinais e no sistema imunológico devido a fatores antagônicos que resultam no 

aumento da resistência contra patógenos (BURGAIN et al., 2011). A utilização de 

micro-organismos probióticos estimulam a multiplicação das bactérias benéficas 

reforçando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro em relação ao 

desenvolvimento de bactérias prejudiciais no intestino grosso (SAAD, 2006).  

Entretanto, para serem classificados como probióticos, estes micro-organismos, devem 

atender a requisitos básicos, entre eles: a bactéria deve pertencer a um gênero de origem 

humana, apresentar resistência ao ambiente ácido estomacal, à bile e às enzimas 

pancreáticas; apresentar adesão às células da mucosa intestinal; apresentar capacidade 

de colonização no intestino grosso; produzir substâncias antimicrobianas contra as 

bactérias patogênicas e ser metabolicamente ativo no intestino (STEFE et al., 2008; 

SAAD, 2011). 
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Estes requisitos são imprecíndiveis, uma vez que que o trato gastrointestinal é 

um sistema complexo que hospeda uma diversidade de espécies de bactérias, dentre as 

que colonizam o organismo humano. Assim, na porção do estômago e do intestino 

delgado, o ambiente é desfavorável para a colonização e proliferação bacteriana, devido 

ao peristaltismo intenso nesta parte do intestino, além da ação bactericida do suco 

gástrico, da bile e da secreção pancreática (STEFE et al., 2008). Estima-se que a 

população microbiana do cólon seja de 10
10

 a 10
12

 micro-organismos por grama de 

conteúdo luminal, entretanto, estes números podem variar entre os indivíduos, assim 

como esta população pode sofrer alterações devido a fatores endógenos e exógenos, 

como mudanças alimentares, estresse e uso de antibacterianos (STEFE et al., 2008). 

 Além dos requisitos básicos para um micro-organismo ser considerado 

probiótico, ele precisa atingir o intestino em contagens viáveis para ter condições de 

colonizá-lo e favorecer ao equilíbrio da flora. No Brasil, a recomendação mais recente 

para alimentos funcionais contendo probióticos, baseia-se na quantidade diária 

consumida de micro-organismos viáveis, ou seja, no mínimo 10
8
 a 10

9
 UFC/gpara ser 

de importância fisiológica ao consumidor (BRASIL, 2008). O consumo de quantidades 

adequadas dos probióticos para a manutenção das concentrações fisiologicamente ativas 

deve atingir de 10
6
 a 10

7
 UFC/g in vivo na porção intestinal (SAAD, 2006). 

 De acordo com Agrawal e colaboradores (2005) os produtos probióticos 

representam em média 65% do mercado mundial de alimentos funcionais 

e a tendência é a expansão deste mercado de produtos probióticos. A maioria dos 

alimentos probióticos atuais foram desenvolvidos na área de produtos lácteos, como 

iogurtes, queijos e sobremesas lácteas e algumas pesquisas no desenvolvimento de 

outros produtos como chocolates, cereais e sucos (ANAL; SINGH, 2007). Assim 

destaca-se a necessidade de aplicações destes micro-organismos em outras matrizes 

alimentares a fim de aumentar as opções para o público consumidor (BURGAIN et al., 

2011). No entanto, é relevante a viabilidade das cepas probióticas até o seu local de 

ação,para usufruir os seus efeitos benéficos, por isso a utilização da microencapsulação  

(BURGAIN et al., 2011). 

 Os probióticos incluem espécies ácido-láticas dos gêneros Lactobacillus, 

Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 

Sporolactobacillus e Streptococcus; espécies não ácido-láticas, tais como, Bacillus 

cereus, Escherichia coli e Propionibacterium freudenreichii; e as leveduras 

Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii (STÜRMER et al., 2012). As 
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espécies dos gêneros Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces são consideradas 

GRAS (generally recognized as safe) e a literatura apresentam estudos relevantes, 

principalmente com os representantes dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium 

(STEFE et al., 2008; SAAD, 2011). As culturas probióticas utilizadas em produtos 

comerciais, com propriedades e efeitos funcionais reconhecidos por meio de estudos 

clínicos registrados em bancos internacionais, incluem: Lactobacillus casei Shirota, L. 

johnsonii La-1, L. rhamnosus GG (ATCC 53103),L. rhamnosus HN001, L. acidophilus 

La-5, L. acidophilus NCFB 1478, L. reuteri ATCC 55730, L.casei DN-114001, 

Bifidobacterium animalis Bb12, B. animalis DN173 010, B. animalis subsp. lactis 

HN019, B. infantis 35264 e Saccharomyces cerevisae (boulardii) (SAAD, 2011). 

 

2.1.1.1 Gênero Lactobacillus 

 

O gênero Lactobacillus é capaz de fermentar carboidratos, como a lactose 

produzindo ácido lático, caracterizando-se em sua maioria como homofermentativos 

obrigatórios, mas podem ser heterofermentativos. Já foram identificadas mais de 100 

espécies do gênero Lactobacillus, sendo as mais utilizadas como suplemento dietético 

L. acidophilus, L.casei, L. helveticus, L. paracasei, L. fermentum, L. plantarum, L. 

bulgaricus, L. salivarius (STÜRMER et al., 2012). 

As características gerais dos lactobacilos consistem em forma de bacilos, 

medindo de 0,5 a 1,2 x 1,0 a 10,0 μm, são Gram-positivos, imóveis, não formadores de 

esporos e catalase negativo, com algumas exceções. São exigentes nutricionalmente em 

relação a carboidratos, aminoácidos, peptídeos, ácidos graxos, sais, ácidos nucléicos e 

vitaminas, para produzir grande quantidade de ácido láctico e pequenas quantidades de 

outros compostos. Quanto a exigência de oxigênio, são anaeróbios facultativos e às 

vezes microaerófilos, quanto a temperatura de crescimento, oscila entre 35°C e 45°C, 

não havendo crescimento abaixo de 15°C, e seu pH ótimo é de 5,5 a 6,0 (TAMIME; 

ROBINSON, 1999; BERGEY’S, 2000; VASILJEVIC; SHAH, 2008; HAMMES; 

HERTEL, 2006). 

Os Lactobacillus acidophilus estão presentes no trato gastrointestinal de 

humanos e animais, oferecendo proteção contra o acesso e a proliferação de micro-

organismos patogênicos, contribuindo para o equilíbrio da microbiota intestinal 

(COSTA; ROSA, 2010; STÜRMER et al., 2012).  Eles atuam positivamente no controle 
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da diarreia e podem reduzir significativamente a sua duração em lactentes e crianças, 

além de reduzir inflamações do trato gastrointestinal em adultos (SAAD, 2006). 

Também deve-se destacar outros benefícios promovidos pelos L. acidophilus, 

como por exemplo, a capacidade de produzir a enzima lactase e hidrolisar as moléculas 

de lactose presentes nos lácteos, em carboidratos mais simples, para serem facilmente 

digeridos. Deste modo, intolerantes à lactose podem beneficiar-se com a ingestão 

contínua do probiótico L. acidophilus ou de alimentos contendo o micro-organismo 

(STÜRMER et al., 2012). 

Estudos apontam que as bactérias láticas clássicas utilizadas na produção de 

iogurtes, S. thermophilus e L. bulgaricus, também utilizam a lactose como substrato 

com liberação de ácido lático, porém essas culturas não resistem às condições adversas 

do trato digestivo (sensíveis à bile) e são incapazes de colonizar o intestino humano. 

Enquanto que, as culturas probióticas, fornecem efeitos terapêuticos ao homem, apenas 

necessitam estar viáveis no alimento durante a vida de prateleira e serem consumidas 

continuamente (ANTUNES, 2004). É por isso que Lactobacillus acidophilus e 

Bifidobacteria ssp são os micro-organismos mais utilizados em iogurtes funcionais 

(ANTUNES, 2004).  

 

 

2.1.2 Microencapsulação  

 

A microencapsulação é uma tecnologia que tem sido desenvolvida e aplicada no 

meio científico e na indústria de alimentos com várias funções, uma delas é a de 

proteger as culturas probióticas e permitir a sua liberação controlada, pois a manutenção 

da viabilidade destes micro-organismos é importante para que atinjam o local de ação 

específico e promovam os benefícios a saúde do consumidor  (BURGAIN et al., 

2011).A liberação do material encapsulado pode ocorrer por ruptura mecânica, 

temperatura, pH ou solubilidade do meio, biodegradação ou por difusão (MUKAI-

CORRÊA, 2008).Em síntese, a encapsulação de probióticoséum processofísico-

químicoou mecânico que consiste em aprisionaressa substância em um polímero ou 

cápsula, a fim de produzirpartículascom diâmetro de poucosnanômetros aalguns 

milímetros (BURGAIN et al., 2011).   

As características ideais para um probiótico microencapsulado seria na forma de 

um pó seco, de armazenamento fácil e de vida de prateleira longa ou então um gel 
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úmido com estabilidade a longo prazo em um produto alimentício (BURGAIN et al., 

2011; SIMEONI et al., 2014). 

A microencapsulação de bactérias probióticas vivas fornece uma barreira física 

para resistir a condições ambientais diversas, uma vez que muitos trabalhos apontam 

que é reduzida a sobrevivência destas bactérias quando inoculadas livres em matrizes 

em estudo (KAILASAPATHY, 2009). Em geral, os probióticos são sensíveis à 

exposição ao oxigênio, a luz, ao pH ou a temperatura (MUKAI-CORRÊA, 2008; 

MARTIN et al., 2015). De acordo com Burgain et al. (2011) as técnicas de 

microencapsulação tornaram possíveis a imobilização dos probióticos, uma vez que 

estes apresentam dois tipos de problemas: primeiro, considerando o encapsulamento, o 

seu tamanho (tipicamente entre 1 µm e 5 µm de diâmetro), o que exclui as 

nanotecnologias,e o fato de que eles devem ser mantidos vivos, fato crucial na seleção 

da tecnologia de microencapsulação a ser adotada.  

As técnicas de encapsulação presentes na literatura permitem encapsular 

ingredientes alimentícios, compostos bioativos, fármacos, no entanto, a escolha do 

método deve ser planejada de acordo com a finalidade da microcápsula, com as 

propriedades físico-químicas do material de revestimento e do material de recheio, 

assim como o tamanho e o mecanismo de liberação deste composto (JACKSON; LEE, 

1991). As metodologias mais usuais envolvem as técnicas de spray  drying (secagem 

por atomização), spray cooling (secagem a frio), gelificação iônica (interna ou externa), 

liofilização, coacervação simples e complexa (BURGAIN et al., 2011; SIMEONI et al., 

2014; PEREIRA et al., 2018).  

O parâmetro de tamanho de partículas é um dos mais relevantes para a 

incorporação dos probióticos microencapsulados em produtos alimentícios, pois quanto 

menor o seu tamanho, menos perceptível será a sua textura e mais fácil será seu 

escoamento e dispersão no alimento (SAAD, 2011). Segundo Silva et al. (2014), as 

partículas ou cápsulas podem ser classificadas de acordo com o seu tamanho em 

macrocápsulas (>5.000 μm), microcápsulas (0,2 a 5.000 μm) e nanocápsulas (<0.2 μm) 

(SILVA et al., 2014). 

Cada uma das principais tecnologias que podem ser aplicadas ao 

encapsulamento de probióticos, produz microcápsulas com características diferentesem 

termos de tamanho de partículas, como pode ser visualizado na Tabela 1. 
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Tabela 1. Principais técnicas de microencapsulação e distribuição média de 

tamanho de partículas (μm). 

 
Spray drying 5 - 150 

Refrigeração por pulverização (spray cooling) 20 - 200 

Coacervação simples 20 - 500 

Coacervação complexa 1 - 500 

Emulsificação  0 - 5000 

Extrusão >100 - 4000 

Fonte: adaptado de SILVA et al. (2014) e BURGAIN et al. (2011). 

 

 

2.1.2.1 Gelificação iônica e interação eletrostática 

 

A gelificação iônica é baseada na capacidade de polissacarídeos aniônicos, como 

a pectina, alginato, goma carragena e goma gelana de formar gel na presença de íons 

como o cálcio (BUREY et al., 2008). A gelificação é uma propriedade funcional muito 

importante de macromoléculas ou biopolímeros, como os polissacarídeos e as proteínas, 

quando em suspensão aquosa, formam colóides de maior ou menor fluidez dependendo 

da concentração e da natureza das mesmas.  A gelificação não é apenas utilizada para 

formar géis sólidos viscoelásticos, mas também, para melhorar a absorção da água, 

promover efeitos espessantes, fixar partículas, e estabilizar emulsões e espumas 

(BRAGANTE, 2009).  

A técnica de gelificação iônica ou extrusão é um processo físico utilizado para a 

microencapsulação de bactérias probióticas em polímeros, como por exemplo, a pectina 

de baixo teor de metoxilação (BTM), material utilizado como revestimento, sendo os 

íons cálcio os agentes de reticulação mais utilizados (MUKAI-CORRÊA, 2008). 

Este método consiste em lançar o material, ou seja, uma solução contendo o 

polímero e o material de recheio, como a cultura probiótica, por meio de um bocal de 

alta pressão, que irá gotejar em uma solução contendo cloreto de cálcio (CaCl2), para 

que ocorra a solidificação por gelatinização iônica. Nesse processo, o cálcio difunde-se 

para o interior das gotas do polímero (LIU et al., 2002; ETCHEPARE et al., 2015). 

Assim, quando duas soluções de macromoléculas com cargas opostas são misturadas, 

pode-se dizer que estes complexos de polieletrólitos formados são resultado de 
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interações eletrostáticas entre os dois íons (YAO et al., 1997; ETCHEPARE et al., 

2015). 

Vários métodos e materiais foram investigados para a produção de 

micropartículas probióticas, incluindo a gelificação iônica utilizando polissacarídeos 

naturais e íons de cálcio. A gelificação iônica não causa danos às células bacterianas, 

quando comparada a outros métodos, conferindo maior viabilidade aos micro-

organismos microencapsulados quando comparados aos livres. Este método é 

considerado simples, pois opera em temperatura ambiente e dispensa o uso de solventes 

orgânicos, e ainda, pode encapsular emulsões contendo compostos hidrofílicos ou 

hidrofóbicos.Quanto ao tamanho das partículas formadas, utilizando a gelificação iônica 

externa, podem ser gotículas de até 1000 µm, se for adotado o processo de extrusão com 

agulha e seringa ou partículas a partir de 10 µm se for adotado o processo de 

atomização com bico aspersor (pulverização de micropartículas úmidas) (COOK et al., 

2012). Embora o uso de atomizador de duplo fluido utilizado para a produção de 

micropartículas pode influenciar na distribuição média do tamanho de partículas, uma 

vez que depende também da vazão do ar comprimido no sistema, da viscosidade da 

solução contendo o polissacarídeo, da distância do bico aspersor à solução de cloreto de 

cálcio e da sua concentração (AGUILAR et al., 2015; SAAD, 2011). 

Um fator limitante desta técnica, consiste na sua difícil aplicação em escala 

industrial, devido à formação lenta das micropartículas e a sua porosidade superficial 

(KRASAEKOOP et al., 2004).  A desvantagem da matriz do gel ser porosa durante a 

formação de micropartículas deve-se ao fato de que nem todos os grupos carboxílicos 

de um polímero aniônico como alginato ou pectina, interagem com os íons cálcio, 

gerando um excesso de cargas negativas na superfície das partículas de gel. Porém, 

permitindo-lhes interagir com um polieletrólito de carga oposta, formando uma camada 

protetora na superfície da partícula devido a interação eletrostática. A interação 

eletrostática depende de vários fatores, incluindo a relação polissacarídeo-proteína, pH, 

força iônica e concentração de polieletrólitos (BURGAIN et al., 2011; SAGIS et al., 

2015). 

As propriedades de barreira de filmes à base de proteínas são geralmente 

melhores que as partículas formadas apenas por polissacarídeos, uma vez que as 

proteínas são compostas por aproximadamente 20 aminoácidos diferentes que podem 

conferir distintas propriedades funcionais para as partículas revestidas (CHAMBI; 

GROSSO, 2006). As proteínas do soro de leite apresentam boas propriedades mecânicas 
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e atuam como excelente barreira ao oxigênio (CHAMBI; GROSSO, 2006). 

Nanocompostos e micropartículas contendo proteína do soro de leite têm sido utilizadas como 

sistemas eficazes de encapsulamento de compostos bioativos e medicamentos, aumentando sua 

solubilidade, transporte, dispersibilidade, biodisponibilidade e bioacessibilidade (DE CASTRO 

et al., 2017, GEREZ et al., 2012; GEBARA et al., 2013). 

Ribeiro et al. (2014) adicionaram L. acidophilus, livre e em micropartículas de 

pectina revestidas com proteína do soro de leite, em iogurte e observaram que a 

sobrevivência do probiótico encapsulado foi superior (62%) quando comparado ao 

iogurte contendo células livres de L. acidophilus (10%), após 35 dias de armazenamento 

refrigerado (RIBEIRO et al., 2014). Enquanto que Tello et al. (2015) produziram 

micropartículas de alginato e pectina com e sem revestimento proteico para a 

encapsulação de óleo de girassol e verificaram que as partículas de alginato e pectina 

revestidas com proteína promoveram maior proteção ao óleo de girassol 

microencapsulado contra a oxidação lipídica quando comparados com as partículas que 

não foram revestidas. Estes estudos elucidam a relevância da microencapsulação com 

pectina e proteína para a preservação dos compostos bioativos. 

A Figura 1, ilustra a técnica de microencapsulação pelo método de gelificação 

iônica. 

 

Figura 1. Imagem da obtenção de micropartículas por gelificação iônica 

externa. 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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2.1.3 Pectina 

 

Nas plantas, as pectinas são componentes estruturais cumprindo importantes 

funções biológicas, tais como a proteção mecânica e física, no crescimento e 

desenvolvimento de células da parede celular.  As pectinas são consumidas em frutas e 

nos vegetais e fazem parte da fibra dietética, que pode ajudar a prevenir a ocorrência de 

doenças como diabetes e câncer de cólon (YAPO, 2011). Naturalmente, a pectina está 

associada à celulose, hemicelulose e lignina, sendo designada, enquanto nesta forma, de 

protopectina, podendo ser obtida comercialmente por extração aquosa de material 

péctico da maioria dos frutos cítricos (MUKAI-CORRÊA, 2008; SUNDARRAJ; 

RANGANATHAN, 2017). 

As fontes mais ricas de pectinas estão nos frutos cítricos, podendo ser extraídos, 

em abundância, principalmente do albedo, região mesocárpica do fruto, ou seja, 

importante subproduto que pode ser obtido a partir dos resíduos de frutas e vegetais, por 

meio de métodos químicos ou enzimáticos (LIU et al., 2012; MUNARIN et al., 2012; 

SUNDARRAJ; RANGANATHAN, 2017). Outra fonte natural deste carboidrato é a 

maçã, que conjuntamente com os frutos cítricos constituem as principais matérias-

primas para a produção de pectina em nível comercial (PAIVA et al., 2009, 

BRAGANTE, 2009). Secundariamente, a polpa de beterraba açucarada também se 

apresenta como fonte de pectina, sendo destinada a emulsão óleo-em-água (O / W) em 

diferentes formulações alimentares e não alimentares com função de espessante (YAPO, 

2011). Segundo Willats et al. (2006) um dos objetivos mais ambiciosos da indústria de 

alimentos é modificar a estrutura da pectina dentro das plantas, antes da extração 

(WILLATS et al., 2006). Em um estudo, frutos de tomate foram produzidos com 

expressão reduzida de um determinado gene que codifica uma proteína estrutural da 

parede celular. Os resultados obtidos mostraram frutos de tomate significativamente 

mais firmes durante a maturação e foram menos suscetíveis à deterioração durante o 

armazenamento a longo prazo (WILLATS et al., 2006). Mais recentemente, pectinas 

quimicamente alteradas (cítricas) conhecidas pelo termo genérico de "pectinas citricas 

modificadas" (PCMs), foram relatadas por possuir propriedades benéficas para a saúde, 

especialmente propriedades anti-metastáticas, embora as características estruturais 

dessas macromoléculas bioativas continuem a ser controversas (YAPO, 2011). 

As pectinas consistem em complexos de polissacarídeos estruturais que 

apresentam caráter hidrofílico, devido à presença de grupos polares, e por isso, tem a 
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propriedade de envolver grande quantidade de água, produzindo uma solução viscosa 

(PAIVA et al., 2009). Fazem parte da sua composição estrutural ácido galacturônico 

(são os monossacarídeos dominantes), xilose, galactose, manose, arabinose, ramnose, 

glicose e fucose (MARTINEZ et al., 2010; YULIARTI et al., 2015; RAMOS-

AGUILAR et al., 2015). A Figura 2 ilustra uma representação esquemática da pectina, 

com seus três principais elementos estruturais que são: Homogalacturonanas (HG), 

Ramnogalacturonanas I (RG-I) e Ramnogalacturonanas II (RG-II).  A HG consiste em 

uma espinha dorsal, ou cadeia de pectina, constituídas de unidades D-ácido 

galacturônico unidos por ligações α-1,4, parcialmente metil-esterificados no C6, onde 

ocorrem várias ramificações com cadeias polissacarídicas semelhantes ou com 

monossacarídeos neutros. O RG-I é um polímero ramificado composto por cadeias 

contendo unidades alternadas de ácido galacturônico e ramnose, onde arabinana, 

ramificações de galactana, arabinogalactana I e II podem ser anexadas. RG-II é um 

polímero complexo composto por galA, ramnose, galactose e alguns açúcares incomuns 

(MARTINEZ et al., 2010; YULIARTI et al., 2015; RAMOS-AGUILAR et al., 2015).  

 

 

Figura 2 – Representação esquemática da pectina. 

 

 

Fonte: MARTINEZ et al.(2010). 
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A importância da pectina na tecnologia e no processamento de alimentos está 

associada a sua capacidade de formar géis, conferindo a função de firmeza, retenção de 

sabor e aroma, bem como a sua função como hidrocolóide na dispersão e estabilização 

de diversas emulsões (PAIVA et al., 2009; BOBBIO; BOBBIO, 1992; ARAÚJO, 2006; 

BRAGANTE, 2009). A formação de gel é a principal característica funcional da pectina 

e depende essencialmente das características do meio: pH, teores de sólidos solúveis e 

cátions divalentes, além de depender dos níveis de pectinas e do seu grau de metilação 

(PAIVA et al., 2009). 

O grau de metilação é a porcentagem de ácidos galacturônicos que são 

metilesterificados (MUKAI-CORRÊA, 2008; MUZZARELLI et al., 2012), ou seja, a 

razão entre o ácido galacturônico esterificado e não esterificado irá determinar o 

comportamento da pectina nas aplicações alimentares (MUZZARELLI et al., 2012). 

Assim, a pectina de alto teor de metil éster (metilação), superior a 50%, formará géis e 

líquidos estruturados sob condições de baixo pH e baixa atividade de água (por 

exemplo, em altas concentrações de açúcar, sorbitol ou glicerol), enquanto que a pectina 

de baixo teor de metil éster, inferior a 50%, formará géis na presença de cátions 

divalentes, como o cálcio e o magnésio (CPKELCO, 2019). 

Estudos recentes apresentam aplicações diversas da pectina, tanto na área de 

alimentos, atuando como substituto de gordura e como material de embalagem ativa, 

quanto na área farmacêutica, utilizada em aplicações biomédicas que incluem facilitar a 

entrega de sequências específicas de aminoácidos, atuar como agentes anti-

inflamatórios e anticoagulantes, além de ser utilizada como substância curativa nos 

locais dos tecidos (NAQASH et al., 2017).  Por outro lado, a pectina apresenta 

aplicações médicas com base nos seus efeitos promotores de saúde (incluindo a redução 

de colesterol no sangue e níveis séricos de glicose, potencial para inibir o crescimento 

do câncer) (MARTINEZ et al., 2010; NAQASH et al., 2017).   

A quantidade de pectina necessária para a formação de géis depende da sua 

qualidade, porém, uma quantidade de 1% é suficiente para produzir um gel consistente. 

Segundo Bragante (2009), a pectina apresenta baixa estabilidade, assim como muitas 

moléculas de cadeia longa, e por isso, quando em contato com meio alcalino e em 

baixas temperaturas ela é destruída, enquanto no meio ácido, somente é destruída sob 

influência de calor (BRAGANTE, 2009). Altas temperaturas, sem a intervenção de 

outro reagente, hidrolizam a molécula de pectina, o que invariavelmente reduz sua 

capacidade gelificante (BRAGANTE, 2009).  
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Além do amplo emprego na indústria de alimentos, como agente gelificante e 

estabilizador na produção de geleias, produtos de confeitaria (WILLATS et al., 2006; 

BRAGANTE, 2009), como material de revestimento de partículas bioativas (GEBARA 

et al., 2013; GEREZ et al., 2012), a pectina pode ser utilizada para remover metais 

tóxicos em soluções aquosas e como agente floculante no tratamento de efluentes, 

apresentando a vantagem de ser biodegradável e atóxica ao meio ambiente e aos seres 

humanos (YOKOI et al., 2002). Ainda, apresenta ampla aplicação na indústria 

farmacêutica, por meio do desenvolvimento de géis de pectina e na administração 

controlada de medicamentos, uma vez que ela é considerada segura (GRAS), atóxica, 

apresentar baixo custo de produção e alta disponibilidade (MORRIS et al., 2010). 

Muitos estudos foram realizados com a finalidade de avaliar o perfil de liberação 

dos probióticos contidos em partículas de pectina, principalmente simulando o trato 

gastrointestinal in vitro.   

Gavrilova et al. (2018) avaliaram a imobilização por meio da microencapsulação 

da associação de culturas probióticas de L. acidophilus, B. Lactis e S. thermophilus em 

um gel de biopolímeros composto de gelatina, pectina de baixo teor de metoxilação 

(BTM) e amido modificado em uma relação de 5: 1: 1, frente às condições de simulação 

in vitro do trato gastrointestinal. Os resultados apontaram que de 20 a 25% das células 

viáveis de probióticos foram liberadas na porção gástrica (estômago), enquanto que, de 

75 a 80% foram liberados na porção intestinal do trato (íleo). 

Dafe et al. (2017) encapsularam L. plantarum em partículas de pectina e pectina: 

amido pelo método de extrusão e submeteram às condições de simulação in vitro do 

trato gastrointestinal, assim como as células livres. As células livres não resistiram vivas 

ao final da análise, enquanto que as partículas de pectina apresentaram contagem de 

células de 5,15 log UFC/g e as partículas de pectina: amido apresentaram contagem de 

células de 6,67 log UFC/g. 

Gruskiene et al. (2017) desenvolveram partículas de pectina com nisina, 

pectina com inulina e nisina e nisina livre, utilizada para preservação de alimentos, e 

investigaram a sua estabilidade proteolítica (protease produzida por Aspergillus saitoi). 

Os resultados demonstraram que as partículas de pectina com inulina e nisina foram 

mais estáveis que as partículas de pectina e nisina, e, além disso, a estabilidade das 

partículas de pectina depende do seu grau de esterificação, neste caso, as partículas que 

foram preparadas com pectina de baixo teor apresentaram maior estabilidade 

proteolítica. 
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2.1.4 Concentrado proteico do soro de leite 

 

As proteínas do leite consistem em duas frações principais: a caseína e o soro de 

leite. O soro é o líquido produzido como subproduto da indústria de laticínios durante a 

fabricação de queijos ou processamento de produtos lácteos coagulados, e é composto 

por aproximadamente 85-90% de água, com uma fração sólida composta de lactose, 

proteínas, lipídios e minerais, em que as proteínas do soro do leite são responsáveis por 

aproximadamente 20% da proteína total do leite (DE CASTRO et al., 2017).  As 

principais proteínas do soro de leite são as: α-lactoalbuminas (α-LA) e as β-

lactoglobulinas (β-LG), mas ainda, albumina do soro bovina (BSA), imunoglobulinas 

(Igs), glicomacropeptídeos (GMP), lactoferrinas (LF), lactoperoxidases (LP) e peptona 

proteoses (PP) (DE CASTRO et al., 2017, ANTUNES, 2004). Estudos demonstraram 

que, ao serem utilizadas em alimentos, as proteínas do soro propiciam vantagens 

funcionais e tecnológicas como: aumento da viscosidade e retenção de água, capacidade 

de formar géis, função emulsificante, retêm e incorporam gordura, realçam a cor, o 

sabor e a textura além dos benefícios nutricionais (DE CASTRO et al., 2017; UNITED 

STATES DAIRY EXPORT COUNCIL – USDEC, 1997).Dentre as principais 

características das proteínas do soro, a presença de aminoácidos sulfurados permite que 

elas formem ligações covalentes intermoleculares durante o processamento térmico de 

soluções de concentrado proteico do soro de leite (ANTUNES, 2004). 

A solubilidade das proteínas do soro é considerada uma das propriedades mais 

importantes porque afeta as outras propriedades funcionais, como: a gelificação, onde as 

β-Lg possuem excelente propriedade gelatinizante, a formação de espuma, onde as α-La 

apresentam a capacidade de formar espuma similar à da clara de ovo, as LFs e LPs 

apresentam propriedades bacteriostáticas e o poder emulsificante (DE CASTRO et al., 

2017, ANTUNES, 2004). Em altas temperaturas, a solubilidade das proteínas do soro é 

perdida porque são sensíveis ao calor. As Igs são as mais sensíveis à medida que são 

desnaturadas à temperatura de 70 °C, seguido por α-LA, β-LG e BSA que resistem a 

temperaturas de até 100 °C. A estabilidade térmica das diferentes frações de proteínas 

de soro tem a seguinte ordem: α-LA> β-LG> BSA> Igs, todavia as taxas de 

desnaturação são fortemente influenciadas pelo pH, composição iônica e concentração 

de sólidos totais (ANTUNES et al., 2003). A desnaturação pelo calor é principalmente 

devido à quebra da ponte de enxofre dentro da molécula, o que resulta em 

desdobramento e insolubilidade. Uma forma de melhorar a solubilidade das proteínas e 
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a capacidade de estabilização sob estas condições desfavoráveis e durante várias 

operações de processamento tais como aquecimento, congelamento ou secagem, é 

modificar a estrutura molecular covalentemente, anexando um polímero hidrofílico 

(polissacarídeo) (DE CASTRO et al., 2017).  

As proteínas do soro podem ser transformadas por meio de processos físicos, 

como evaporação, ultrafiltração, secagem por pulverização e liofilização sendo 

convertidas em soro de leite em pó, proteína de soro concentrada, proteína de soro de 

leite isolada, entre outros produtos, com alto valor biológico, e assim, agregar valor 

quando usadas em produtos alimentícios devido ao seu status GRAS (Geral reconhecido 

como Seguro) (DE CASTRO et al., 2017; ANTUNES, 2004). 

O concentrado proteico do soro de leite é um ingrediente natural muito 

utilizado no desenvolvimento de produtos alimentícios (DE CASTRO et al., 2017).O 

concentrado proteico do soro de leite, popularmente conhecido como ―whey protein‖ é 

rico em aminoácidos essenciais, tais como triptofano, leucina, valina, isoleucina e 

cisteína, que são agentes importantes no metabolismo, função neural e homeostase  

(PATEL, 2015). Além de ser um ingrediente alimentício é um dos suplementos mais 

consumidos por praticantes de atividade física com objetivo de aumentar ou recuperar a 

massa muscular, pois são altamente digeríveis e rapidamente absorvidas pelo 

organismo.    

 O concentrado proteico do soro de leite pode ser classificados quanto ao 

processo de obtenção e quanto ao teor de proteínas. Quanto ao processo de obtenção é 

classificado em ―soro doce‖, ou seja, originado da coagulação do leite por ação da 

enzima renina em pH 6,6, no processo produtivo de queijo Cheddar, enquanto que, o 

―soro ácido‖ é obtido durante a produção de queijos frescos como Cream Cheese, 

Camembert e Petit Suisse, após coagulação ácida do leite em pH 4,6 (ANTUNES, 

2004). Quanto ao teor de proteínas, o concentrado proteico do soro de leite apresenta 

percentuais de 35%, 50%, 65% e 80% e isolado proteico de soro, quando atingem teor 

acima de 90% (ANTUNES, 2004).  Comercialmente, a proteína do soro de leite 

apresenta-se sob a forma em pó, em suplementos alimentares, como o concentrado 

proteico de soro (CPS) e o isolado proteico de soro (IPS) e ainda, na forma de soro de 

leite líquido e todas as formas disponíveis têm sido aplicadas no sistema de 

microencapsulação de probióticos (REID et al., 2007; DOHERTY et al., 2011; GBASSI 

et al., 2011).   
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A produção de micropartículas com proteínas do soro associadas à 

polissacarídeos, incluindo a pectina, tem sido estudada. Partículas de alginato e pectina 

obtidas por gelificação iônica foram revestidas com proteínas de soro de leite sem 

desnaturação térmica para o encapsulamento e proteção gástrica de micro-organismos 

probióticos (GBASSI et al., 2011; GEREZ et al., 2012). Segundo Kailasapathy (2009), 

probióticos microencapsulados que receberam sobrecamada proteica tiveram maior 

viabilidade que as células livres e as células encapsuladas sem sobrecamada. 
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2.2 MANUSCRITO 1 

 

 

 

Microencapsulação de probióticos por gelificação iônica externa utilizando pectina 

 

 

Artigo publicado na Revista Ciência e Natura, volume 37, Edição Especial: Nano e 

Microencapsulação de Compostos Bioativos e Probióticos em Alimentos,  

Páginas 30 – 37, 2015. 
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2.3 MANUSCRITO 2 

 

Melhoramento da viabilidade de probióticos (Lactobacillus acidophilus) por 

encapsulação em multicamadas 

 

 

Improvement of the viability of probiotics (Lactobacillus acidophilus) by multilayer 

encapsulation 

 

 

 

Artigo publicado na Revista Ciência Rural, v.49:09, e20181020, 2019. 

ORCID: http://orcid.org/0000-0003-4523-8875 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782019000200751&lng=pt&nrm=iso
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2.4 MANUSCRITO 3 

 

Efeito da microencapsulação multicamadas após liofilização na sobrevivência de 

Lactobacillus acidophilus LA 02, quando expostos à condições adversas  

 

Effect of multilayer microencapsulation after freeze-drying of  

Lactobacillus acidophilus LA 02 survival when exposed to adverse conditions 

 

Artigo em fase de revisão para publicação na  

Revista Food Research International 
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Efeito da microencapsulação multicamadas após liofilização na sobrevivência de 

Lactobacillus acidophilus LA 02, quando expostos à condições adversas 

 

Effect of multilayer microencapsulation after freeze-drying of  

Lactobacillus acidophilus LA 02 when exposed to adverse conditions 
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Resumo 

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de um sistema de encapsulação, a partir 

de micropartículas de pectina, em até três camadas com concentrado proteico de soro de 

leite (proteína de soro de leite-pectina-proteína de soro de leite) na viabilidade de 

Lactobacillus acidophilus LA 02 quando exposto à condições adversas, ou seja, a 

simulação in vitro do trato gastrointestinal, bem como, a simulação de procedimentos de 

avaliação industrial, como a aplicação de tratamento térmico e vida de prateleira dos 

probióticos livres e encapsulados.  As micropartículas foram produzidas por gelificação 

iônica e submetidas ao processo de congelamento/liofilização, antes de serem 

submetidas aos testes de resistência térmica, simulação in vitro do trato gastrointestinal 

e estabilidade ao armazenamento por 120 dias em diferentes temperaturas. Ainda, foram 

avaliadas a eficiência de encapsulação e o tamanho das partículas. O tratamento 

composto por partícula de pectina e uma camada de revestimento proteico (La/P1), 

apresentou a maior eficiência de encapsulação, 57,02% e tamanho de 421 µm. Em 

relação à resistência térmica à 63°C/30 min, todas as partículas apresentaram maior 

proteção aos probióticos quando comparadas aos lactobacilos livres. Quanto ao teste de 

simulação do trato gastrointestinal, verificou-se que as partículas formadas com 

multicamadas pectina/concentrado proteico do soro de leite (La/P1- uma camada, 

La/P2- duas camadas e La/P3- três camadas) exibiram melhor perfil de liberação do que 

os probióticos livres no fluido intestinal simulado, e ainda, estas micropartículas, 

apresentaram ótima resistência ao período prolongado de armazenamento, pois 

apresentaram viabilidade em torno de 7 log UFC/g quando armazenadas à temperaturas 

de refrigeração (5°C) e congelamento (-18°C) por 120 dias.  

 

 

Palavras-chave: trato gastrointestinal in vitro; resistência térmica; vida de prateleira; 

pectina; concentrado proteico do soro de leite.  
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1. Introdução 

 

Os probióticos são classificados como "micro-organismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro", 

e o encapsulamento é a melhor maneira de protegê-los e controlar sua liberação 

(Ghasemi et al., 2017).Há uma tendência mundial para um modo de vida mais saudável, 

uma vez que os consumidores estão conscientes quanto aos alimentos que consomem e 

que benefícios certos ingredientes apresentam para prevenir doenças e manter uma boa 

saúde por meio da alimentação (Das et al., 2014). No entanto, o consumo de alimentos 

contendo probióticos é um desafio para a indústria alimentícia, porque vários fatores 

durante o processamento e armazenamento afetam a sua viabilidade (Tripathi e Giri, 

2014; Silva et al., 2018). Existem diferentes técnicas de microencapsulação para 

proteção de probióticos, entre elas, secagem por spray dryer, coacervação complexa e a 

gelificação iônica que aprisiona o micro-organismo em uma partícula que pode ser 

revestida,por meio de interação eletrostática, formando um complexo de dois ou mais 

diferentes biopolímeros, geralmente, proteínas e polissacarídeos (Souza et al., 2012). A 

complexação de proteínas e polissacarídeos, como o concentrado proteico do soro de 

leite e pectina pode ser aplicada para encapsular Lactobacillus acidophilus (Zimet e 

Livney, 2009). Ambos os polímeros têm sido explorados em estudos, devido à sua 

capacidade de encapsulamento de compostos bioativos e suas características de 

transporte, biodisponibilidade, e ainda, porque são de origem alimentar e podem ser 

aplicados sem restrição na área de alimentos (Livney, 2010; De Castro et al., 2017; 

Naqash et al., 2017). O concentrado proteico do soro de leite é rico em aminoácidos 

essenciais que são agentes importantes no metabolismo, enquanto que a pectina 

apresenta ampla aplicação, devido à sua capacidade de reduzir o colesterol, atuar como 

prebiótico, e mais recentemente, inibir o crescimento de células cancerosas (De Castro 

et al., 2017; Naqash et al., 2017). O processo de liofilização é utilizado com princípio de 

desidratação das micropartículas a fim de facilitar o manuseio e distribuição quando 

aplicada nos alimentos (Mortazavian et al., 2007).  

Um ensaio in vitro simulando as condições do trato gastrointestinal, 

temperaturas de tratamento térmico e o período prolongado de armazenamento em 

diferentes temperaturas, é um estudo relevante antes da aplicação das micropartículas 

probióticas liofilizadas em matrizes alimentares, pois é possível avaliar a liberação e a 

viabilidade dos probióticos frente a essas condições. Assim, considerando os fatores 
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citados, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da microencapsulação em 

multicamadas, seguido da aplicação do processo de liofilização na sobrevivência de 

Lactobacillus acidophilus LA 02, expostos a simulação in vitro do trato gastrointestinal, 

aos tratamentos térmicos de pasteurização lenta e rápida e ao armazenamento 

prolongado em diferentes temperaturas (25°C, 5°C e -18°C). 

. 

2. Material e métodos 

2.1 Reagentes 

Cultura probiótica Lactobacillus acidophilus LA02 (Probiotical s.p., Itália), obtida por 

doação de COANA Importação e Exportação Ltda (Florianópolis, Santa Catarina, 

Brasil), pectina cítrica de baixa metoxilação (CPKelco, Brasil S/A),  concentrado 

proteico do soro de leite (IMCD Brasil, São Paulo, Brasil),  caldo MRS (Himedia 

Curitiba, Paraná, Brasil), ágar MRS (Himedia Curitiba, Paraná, Brasil), cloreto de cálcio 

(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), ácido clorídrico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), 

bicarbonato de sódio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), pepsina (Sigma-Aldrich Co, St. 

Louis, MO, EUA), pancreatina (Sigma-AldrichCo, St. Louis, MO, EUA), sais biliares 

bovino (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA). 

 

2.2 Preparo do inóculo 

A metodologia foi realizada conforme Menezes et al.(2019), onde 1 g de 

Lactobacillus acidophilus foi ativado em 100 mL de caldo MRS por 15h, em estufa à 

37°C. Posteriormente, o probiótico foi centrifugado (HITACHI, CR22GIII, Japão) à 

4670 G/15 min, e lavado com 1 mL de solução de NaCl (0,85%).  As células foram 

suspensas em solução salina para obter aproximadamente 10 log UFC/g. 

  

2.3 Processo de microencapsulação 

2.3.1 Produção de micropartículas de pectina por gelificação iônica 

As micropartículas foram produzidas, segundo a metodologia de Etchepare et 

al. (2016), com adaptações,conforme Menezes et al. (2019). Foi preparada uma solução 

de pectina (BTM) com 2 g de pectina e 100 mL de água destilada estéril à pH 4,0, em 

agitação magnética (500 rpm) até a completa homogeneização da pectina. O inóculo 
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preparado (item 2.2) foi adicionado à solução de pectina e homogeneizado em agitador 

magnético por 30 min. Essa solução contendo o inóculo foi pulverizada por um 

atomizador de duplo fluido, medindo 1 mm de diâmetro e distante 12 cm, da ponta do 

atomizador à solução de cloreto de cálcio (0,1M).  A velocidade do ar comprimido foi 

de 0,555 mL/h e a pressão foi de 0,688 Kgf/cm
2
, e as micropartículas formadas 

permaneceram em agitação por 30 min na solução até completa gelificação, sendo 

filtradas em peneira de malha de aço, diâmetro de 53 μm, e lavada uma vez, com 1 L de 

água deionizada estéril à pH 4,0.  

 

2.3.2 Produção de micropartículas com multicamadas 

 

Seguiu-se a metodologia proposta por Annan et al. (2008) com adaptações, 

conforme Menezes et al. (2019).  As micropartículas de pectina 2% foram transferidas 

para soluções com diferentes concentrações de proteína do soro de leite (2% e 0,5%) e 

pectina (2% e 0,3%), de acordo com o tratamento e o número de camadas, conforme 

descrito na Tabela 1. A cada adsorção de camada foram mantidos sob agitação (500 

rpm) por 30 min à temperatura ambiente, seguido de lavagem com 1 L de água 

deionizada estéril pH 4,0 e filtração em peneira de malha de aço (53 μm). 

As micropartículas foram congeladas (-18°C/24 h) no dia em que foram 

produzidas, e posteriormente liofilizadas em liofilizador, Liotop L101 (São Carlos, São 

Paulo, Brasil) por 24 horas (vácuo: 0,200-0,300 mHg e temperatura do condensador em 

torno de -53°C). 
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Tabela 1 – Composição das micropartículas produzidas por gelificação iônica com e 

sem multicamadas. 

 
Tipo de 

micropartícula 
Tratamento  

LA/P0 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina 2% (sem sobreposição de 

camada) 

LA/P1 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina 2% + concentrado proteico 

do soro de leite 2% (tratamento com 1 camada adsorvida) 

LA/P2 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina 2% + concentrado proteico 

do soro de leite 2% + pectina 0.3% (tratamento com 2 camadas adsorvidas) 

LA/P3 Lactobacillus acidophilus revestido com Pectina 2% + concentrado proteico 

do soro de leite 2% + pectina 0.3% + concentrado proteico do soro0.5% 

(tratamento com 3 camadas) 

 

2.4  Contagem de células viáveis 

A contagem de células viáveis foi realizada de acordo com Sheu et al. (1993) e 

adaptada, conforme Menezes et al. (2019), onde0,1 g de micropartículas foi pesado, 9 

mL de solução tampão de fosfato estéril (pH 7,5) e submetidos a agitação (500 rpm) 

durante 5 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas diluições 

seriadas, plaqueamento em profundidade e adição de ágar MRS, em triplicatas, e 

incubação a 37ºC/72h em jarras de anaerobiose contendo gerador anaeróbio (Oxoid).  

 

2.5  Eficiência de encapsulação 

 

A eficiência da encapsulação foi realizada conforme Menezes et al. (2019) por 

meio da Equação (1). 

EE = N/N0 x 100 (1) 

Equação (1). Onde N = log UFC.g
-1

 da cápsula e N0 = log UFC.g
-1

da cultura adicionada 

ao material de cápsula. 
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2.6 Diâmetro médio e distribuição de tamanho de micropartícula 

A distribuição do tamanho médio das micropartículas foi realizada de acordo 

com a metodologia descrita por Menezes et al. (2019). As análises de diâmetro médio e 

distribuição de tamanho foram realizadas por difração de laser em equipamento 

Mastersizer (Malvern Panalitycal, Model 2000, Germany) utilizando água como meio 

de dispersão. Os resultados do tamanho médio referem-se ao diâmetro médio (D [4: 3]). 

 

2.7 Viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados submetidos a 

condições gastrointestinais simuladas 

O teste de simulação gastrointestinal foi realizado de acordo com a 

metodologia descrita por Madureira et al. (2011), com adaptações conforme Menezes et 

al. (2019), onde submeteu-se 0,1 g de micropartículas liofilizadas às alterações no pH e 

às enzimas que simulam as porções esôfago/estômago, duodeno e íleo. Para a simulação 

do esôfago/estômago, a pepsina foi usada por 90 minutos, o pH foi gradualmente 

reduzido com ácido clorídrico (HCl) para atingir 2,0. Para a simulação do duodeno, 

foram utilizados pancreatina e sais biliares e o pH ajustado para 5,0 por 20 minutos; 

para a simulação do íleo, o pH foi ajustado para 6,5 com bicarbonato de sódio 

(NaHCO3), onde as micropartículas foram expostas por 90 minutos. No final de cada 

etapa simulada, foi realizada a contagem de células viáveis (seção 2.4). 

 

2.8 Viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados sob tratamento 

térmico 

A metodologia descrita por Zhang et al. (2015) foi realizada com adaptações 

conforme Menezes et al. (2019). A análise consistiu em submeter L. acidophilus livre e 

microencapsulado aos tratamentos térmicos de 72ºC/15 se 63ºC/30 min, com auxílio de 

um banho ultra-termostático, simulando os processos de pasteurização rápida e lenta, 

respectivamente. Assim, 0,1 g de micropartícula ou de probiótico livre foi transferido 

para tubos de ensaio contendo 9 mL de água peptona. Após os tratamentos térmicos, os 

tubos de ensaio foram resfriados em banho de gelo por 5 a 10 minutos e a contagem de 

células viáveis foi realizada (seção 2.4). 
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2.9 Viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados sob diferentes 

temperaturas de armazenamento 

A análise de viabilidade dos probióticos livres e microencapsulados foi 

realizada quinzenalmente (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120), durante o período de 

armazenamento de 120 dias, com as amostras acondicionadas em frascos estéreis, a -

18°C, 5°C e 25°C, seguindo metodologia utilizada por Menezes et al. (2019). 

 

2.10 Análise estatística 

Três repetições dos tratamentos foram realizadas e as determinações foram 

feitas em triplicata. Posteriormente, os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e as diferenças entre as médias foram verificadas pelo teste de Tukey (p 

<0,05), por meio do programa Statistic® 7.0. (Statsoft, Tulsa, OK, EUA). 

 

3 Resultados e discussão 

3.1 Eficiência de encapsulação e diâmetro médio de micropartículas 

A microencapsulação de Lactobacillus acidophilus por gelificação iônica 

utilizando pectina como matriz (LA/P0) e com multicamadas, concentrado proteico do 

soro de leite e pectina (LA/P1, LA/P2 e LA/P3) resultou em rendimentos de 49,08%, 

57,02%, 46,14% e 40,10% de eficiência de encapsulação (Tabela 2), respectivamente.  

Esses resultados foram atribuídos a encapsulação, seguida do processo de secagem das 

partículas contendo Lactobacillus acidophilus, uma vez que os processos de 

congelamento lento, prévio à liofilização podem ser nocivos aos probióticos, e provocar 

mudanças estruturais na superfície das partículas, inclusive aumenta o tamanho dos 

poros e das partículas quando reidratadas (Ecthepare et al., 2016; Planzotta et al.,  

2019).  Entretanto, de acordo com Chen et al. (2017) a liofilização é uma técnica útil 

que pode facilitar o transporte e armazenamento dos probióticos microencapsulados, 

mas durante o processo ocorre a  formação de cristais de gelo e remoção da água, que 

pode causar danos à membrana e a superfície proteica da célula bacteriana ocasionando 

a morte dos probióticos.  Neste estudo, a partícula com melhor rendimento de 

encapsulação foi a composta pela matriz pectina (2%) e uma camada de proteína do 

soro de leite (2%) (La/P1). Segundo Ghasemi et al. (2017), com estes polímeros, 

melhores eficiências de encapsulação são obtidas em baixos pHs, pois é quando a 
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pectina tem mais cargas negativas e o concentrado proteico do soro de leite tem mais 

cargas positivas, interagindo fortemente na formação do complexo que aprisiona os 

bioativos na sua estrutura.  A LA/P0 e a LA/P2 não apresentaram diferença significativa 

(p>0,05) quanto à eficiência de encapsulação, provavelmente por apresentarem a 

pectina como revestimento externo, no entanto, apresentaram diferença significativa 

quanto ao tamanho da partícula. Alternativas para a melhoria da eficiência de 

encapsulação podem ser realizadas com o uso de crioprotetores, conforme Chen et al. 

(2017) a sobrevivência probiótica microencapsulada liofilizada pode ser melhorada com 

o auxílio de dissacarídeos como a trealose, lactose, maltose e, ainda, glicerol, segundo 

os mesmo autores, os crioprotetores são eficazes devido a sua elevada temperatura de 

transição vítrea. Outra alternativa para a melhoria do processo seria a utilização do 

congelamento rápido ou congelamento criogênico, prévio a liofilização, para evitar a 

formação de grandes cristais de gelo e assim não danificar as micropartículas e 

consequentemente a membrana celular dos probióticos. Em um estudo realizado por 

Shoji et al. (2013) com partículas de pectina e caseína liofilizadas contendo 

Lactobacillus acidophilus, sem o uso de crioprotetores apresentaram reduções de 0,7 

ciclos logarítmicos devido as lesões promovidas nas células e morte microbiana.  

Em relação ao tamanho das partículas (Tabela 2), observou-se que a LA/P0 

(controle), foi a que apresentou maior diâmetro, diferindo significativamente das demais 

(p<0,05), provavelmente, devido a sua composição única de pectina, a qual apresenta 

alta capacidade de retenção de água. Por outro lado, de acordo com Silva et al. (2018) 

alta atividade de água influencia a viabilidade do probiótico encapsulado, uma vez que 

os micro-organismos podem permanecer metabolicamente ativos nestas condições, 

embora o conteúdo de água de partículas probióticas seja um fator crítico que influencia 

a estabilidade do miro-organismo durante o armazenamento (Etchepare, 2014). 

Sendo assim, mesmo após a liofilização, a LA/P0 apresentou maior diâmetro 

que as demais partículas, que receberam uma (LA/P1), duas (LA/P2) e três (LA/P3) 

camadas de proteção. De acordo com a literatura, partículas que receberam revestimento 

proteico reduziram o conteúdo de umidade, quando comparadas às sem revestimento e 

consequentemente o seu tamanho (Aguilar et al., 2015). A justificativa para este 

resultado consiste nas moléculas químicas presentes no estudo. A pectina possui ésteres 

que realizam ligações de hidrogênio e retém moléculas de água em sua superfície, 

aumentando de tamanho. No entanto, com a adsorção de camada proteica, a pectina 

rompe com as moléculas de água e seus grupos carboxilas (-) por interação eletrostática 
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realizam ligações com os grupos amino (+) da proteína, reduzindo o tamanho da 

partículas que perdem umidade. 

 Quanto às partículas que sofreram adsorção de camadas, estudos comprovam 

que ocorre um aumento no tamanho dessas partículas quando aumenta-se o número de 

camadas adsorvidas (Humblet-hua et al., 2011). Assim pode-se verificar que a LA/P3, 

apresentou maior tamanho de partícula em relação as demais (LA/P1 e LA/P2), que 

entre elas não houve diferença significativa no tamanho. Atribui-se este resultado ao 

processo de produção de micropartículas, gelificação iônica, uma vez que qualquer 

interferente altera as condições de produção, como a temperatura, umidade relativa do 

ar, condições de operação do compressor, do bico atomizador, a velocidade de 

homogeneização da formação das micropartículas, a distância do bico atomizador à 

solução de cloreto de cálcio. 

 

Tabela 2 – Eficiência de encapsulação de células viáveis de Lactobacillus acidophilus e 

diâmetro médio das micropartículas. 

Tipo de micropartícula EE (%) Diâmetro d (D 4,3) (µm) 

LA/P0    49,08 ± 0,05
b  

575,2
a
 

LA/P1 57,02 ± 0,01
a  

421,1
b
 

LA/P2 46,14 ± 0,02
b  

428,0
b
 

LA/P3 40,10 ± 0,09
c  

468,2
c
 

A média e o desvio padrão com letras diferentes na mesma coluna foram significativamente diferentes  

(p <0,05). A Tabela 1 indica a composição de cada micropartícula (LA/P0, LA/P1, LA/P2 e LA/P3). 

 

 

3.2 Avaliação da viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados após a 

exposição às condições gastrointestinais simuladas  

Os probióticos encapsulados devem resistir à passagem pela porção ácida 

simulando a porção do esôfago e estômago humano e alcançar a porção intestinal com 

contagens acima de 6 ciclos logarítmicos para confirmar a viabilidade celular (Tripathi e 

Giri, 2014). O teste de simulação do trato gastrointestinal (Tabela 3), demonstrou que os 

probióticos livres e encapsulados apenas com pectina sem multirevestimento (LA/P0), 

não resistiram viavelmente às condições aplicadas, diferindo significativamente 

(p<0,05) dos demais probióticos encapsulados (LA/P1, LA/P2 e LA/P3).  Assim, a 

partícula LA/P0 apresentou o menor perfil de liberação e de acordo com os resultados, a 
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taxa de sobrevivência dos Lactobacillus acidophilus foi afetada pelo baixo pH 

estomacal (2,0) simulado. Uma vez que esta partícula não apresentou nenhuma camada 

adsorvida para reforçar a proteção da matriz encapsulante e, ainda, foi influenciada 

negativamente pelo processo de liofilização, repercutindo na perda de viabilidade dos 

micro-organismos encapsulados.    As partículas LA/P1 e LA/P2 não diferiram entre si 

(p > 0,05), resistiram às condições e protegeram os probióticos, uma vez que 

alcançaram a porção intestinal com viabilidade de 6,61 log UFC/g e 7,32 log UFC/g, 

respectivamente. No entanto, o melhor sistema de encapsulação foi o representado pela 

sigla LA/P3, que apresentou maior estabilidade durante a simulação aplicada e atingiu a 

porção intestinal com maior liberação dos Lactobacillus acidophilus, 10,03 log UFC/g. 

Os resultados encontrados confirmam outros estudos com partículas formadas a partir 

de pectina, que mostram que a partícula apresenta elevada porosidade (Aguilar et al., 

2015), o que expõe o seu conteúdo bioativo encapsulado, por isso deve-se aplicar 

multirevestimento (Chen et al., 2017) proteico por interação eletrostática e reduzir a 

porosidade das partículas tornando-as mais resistentes as variações de pH e temperatura, 

principalmente, garantindo melhor viabilidade dos probióticos. 

 

Tabela 3 - Viabilidade de Lactobacillus acidophiluslivre e microencapsulado nas 

diferentes matrizes após a exposição as condições gastrointestinais simuladas. 

 
Min. pH Célula livre LA/P0 LA/P1 LA/P2    LA/P3 
0 - 13,24 ± 0,08

Aa
 11,71 ± 0,05

Ba
 9,60± 0,01

Da
 8,29 ± 0,04

Aa
 10,24± 0,05

Aa
 

       

90 2,0 5,55 ± 0,01
Bb

 5,58 ± 0,13
Bb 

5,50 ± 0,19
Bc 

6,81 ± 0,01
Ac 

6,31 ± 0,03
Ac 

       

110 5,0 5,20± 0,04
Cb

 3,34 ± 0,02
Dc 

 6,30 ± 0,02
Bb 

7,08 ± 0,06
Bbc 

  9,34 ± 0,04
Ab 

       

200 6,5 4,93± 0,07
 Dc

 3,43 ± 0,05
Ec 

6,21 ± 0,14
 Cb 

7,32 ± 0,15
Bb 

 10,03 ± 0,07
Aa 

Médias seguidas pela mesma letra, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. Médias encontradas em triplicata. A 

Tabela 1 indica a composição de cada micropartícula (LA/P0, LA/P1, LA/P2 e LA/P3). 
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3.3 Avaliação da viabilidade de L. acidophilus livres e microencapsulados após os 

tratamentos térmicos 

A Tabela 4 apresenta o efeito dos tratamentos térmicos na sobrevivência de 

Lactobacillus acidophilus livres e encapsulados em diferentes partículas de pectina com 

multicamadas de proteína do soro de leite. As partículas formadas com proteína do soro 

de leite (La/P1 e La/P3) resistiram viáveis ao tratamento térmico de 72°C por 15 s, 

assim como a cultura livre, pois mantiveram a viabilidade exigida pela legislação, acima 

de 6 logs UFC/g (Brasil, 2008). No entanto, a redução da cultura livre foi de 5,4 log 

UFC/g, enquanto que, a redução do micro-organismo encapsulado nas partículas: 

LA/P1: 0,48 log UFC/g; LA/P2: 0,31 log UFC/g e LA/P3: 1,5 log UFC/g. A 

micropartícula formada apenas com pectina (LA/P0) sem revestimento proteico, não 

apresentou boa resistência ao tratamento térmico de 72 °C / 15 s, apresentando a maior 

redução de logarítmica (6,3 log UFC/g), demonstrando assim que as partículas 

multicamadas (LA/P1, LA/P2 e LA/P3) apresentaram resistência superior comparada à 

partícula controle (LA/P0). Esses resultados apontam que as partículas formadas com 

multicamadas preservaram a viabilidade do micro-organismo, enquanto que a partícula 

apenas de pectina (LA/P0) não apresentou estrutura suficiente para resistir ao 

tratamento térmico de 72°C/15 s.  

O tratamento térmico de 63°C por 30 min foi mais nocivo aos Lactobacillus 

acidophilus livres e encapsulados, pois as reduções foram mais significativas às 

condições de aplicação de tempo e temperatura deste tratamento térmico. A cultura livre 

apresentou uma redução de 8,58 ciclos logarítmicos da contagem inicial, exibindo uma 

contagem de 4,66 log UFC/g (Tabela 4), após a exposição ao tratamento térmico. Da 

mesma forma, com os probióticos encapsulados, as reduções na viabilidade foram 

elevadas e foi atribuída ao processo de reidratação das partículas liofilizadas pelo 

estresse promovido pelo tempo/temperatura do tratamento térmico aplicado (63°C/30 

min). A partícula LA/P0 teve a maior redução probiótica, 6,58 log UFC/g, reforçando a 

fragilidade da partícula sem camada adsorvida, enquanto a partícula LA/P1 apresentou 

redução de 3,61 log UFC/g. Nesse contexto, se comparadas LA/P0 e LA/P1, pode-se 

dizer que a camada adsorvida de concentrado proteico do soro na LA/P1 foi relevante 

na aplicação do teste, pois a resistência foi maior. No entanto, as partículas com mais 

camadas adsorvidas, como a LA/P2 e a LA/P3 apresentaram reduções significativas, de 

2,59 log UFC/g e 4,19 log UFC/g, respectivamente. Pode-se observar também que não 
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houve diferença significativa na sobrevivência dos probióticos contidos nas 

micropartículas LA/P1 e LA/P3 após a exposição aos dois tratamentos aplicados 

apontando que o concentrado proteico do soro influenciou positivamente na formação 

das partículas. Segundo Sagis et al. (2015) as proteínas do leite são menos afetadas em 

baixos pHs e temperaturas amenas, porém estes fatores podem influenciar na 

conformação da proteína e da sua funcionalidade. Ainda, estes autores consideram as 

proteínas do leite adequadas para encapsular probióticos, pois podem ser usadas em 

altas concentrações, pois sua viscosidade permanece baixa, e em altas concentrações, 

permitem a criação de novas ligações entre as proteínas e outras estruturas, melhorando 

a resistência das micropartículas. Por isso, as partículas do presente estudo foram 

produzidas em agitação à temperatura ambiente, com água à pH 4,0 para o preparo das 

soluções de pectina e todas as partículas foram lavadas com água deionizada para 

auxiliar na interação eletrostática e formação das multicamadas. Abbaszadeh et al. 

(2014) produziram partículas com diferentes composições de alginato e quitosana para 

encapsular L. rhamnosus, e independente da composição das partículas avaliadas, os 

resultados também indicaram que o efeito protetor do encapsulamento a temperaturas 

mais elevadas foi superior ao aplicado em temperaturas mais baixas. Neste caso, o 

tempo de aplicação dos tratamentos foi o que otimizou os resultados. De acordo com 

Millqvist-Fureby et al. (2001), a proteína do soro do leite sofre desnaturação induzida 

por meio ácido ou calor (75ºC/1min), alterando sua conformação causando impacto 

negativo na viabilidade celular durante o processo de secagem. No entanto, nosso 

estudo, demonstrou que a aplicação da temperatura de 72 ºC por 15s, não afetou a 

proteína, pois os tratamentos LA/P1 e LA/P3, que apresentam a última camada 

adsorvida com a proteína do soro preservaram a viabilidade dos L. acidophilus, quando 

comparados com os demais expostos a essa mesma condição. 
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Tabela 4 – Efeito dos tratamentos térmicos na viabilidade de Lactobacillus 

acidophilus livre e microencapsulado nas diferentes matrizes encapsulantes. 

Médias seguidas pela mesma letra, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. Médias encontradas em triplicata. 

A Tabela 1 indica a composição de cada micropartícula (LA/P0, LA/P1, LA/P2 e LA/P3). 

 

 

3.6 Avaliação da viabilidade de L. acidophilus livres e encapsulados em diferentes 

temperaturas de armazenamento 

As micropartículas produzidas devem permitir aos micro-organismos 

sobreviver a todos os processos, desde a obtenção por gelificação iônica, ao 

congelamento, a liofilização e durante o armazenamento.  Assim, a análise da vida útil 

foi realizada para avaliar a viabilidade dos probióticos livres e encapsulados 

armazenados à 25°C, -18°C e a 5°C.  

De acordo com a Tabela 5, as contagens de L. acidophilus encapsulados, 

armazenados à 25°C, mostraram sobrevivência quando comparados com a cultura livre. 

Nesta temperatura, a partícula que resistiu por mais tempo com viabilidade probiótica 

foi a LA/P1, por 75 dias com contagens de 6,24 log UFC/g, enquanto que a cultura livre 

apresentou contagem semelhante, porém por 105 dias de armazenamento em 

temperatura ambiente.  

Em temperatura de congelamento (-18°C) a micropartícula LA/P0 resistiu até 

os 90 dias, com viabilidade microbiana de 6,02 log UFC/g, enquanto que as partículas 

com uma (LA/P1), duas (LA/P2) e três (LA/P3) camadas foram mais resistentes e 

mantiveram a viabilidade aos 120 dias, com contagens de 7,69 log UFC/g para a La/P1, 

6,69 log UFC/g para a La/P2 e 7,91 log UFC/g para a La/P3.  A cultura livre 

armazenada à -18°C permaneceu viável por apenas 45 dias. O efeito da temperatura de 

refrigeração (5°C) na viabilidade das micropartículas probióticas mostrou-se satisfatória 

quando comparadas aos probióticos livres. A cultura livre manteve sua viabilidade por 

apenas 60 dias de armazenamento, com contagem de 6,03 log UFC/g, enquanto que, as 

micropartículas probióticas produzidas com as multicamadas (LA/P1, LA/P2 e LA/P3) 

Tipo de 

micropartícula 

Contagem inicial 

UFC/g 
63ºC/30 min 72ºC/15s 

Célula livre 13,24 ± 0,08
Aa

 4,66 ± 0,01
Cd 

7,84 ± 0,13
Bb 

LA/P0 11,71 ± 0,05
Ab

 5,13 ± 0,08
Bc 

5,41 ± 0,14
Bb

 

LA/P1 9,60 ± 0,01
 Ad

 5,99 ± 0,12
Ca 

9,12 ± 0,03
Ba

 

LA/P2 8,29 ± 0,04
Ae

 5,70 ± 0,10
Cb

 7,98 ± 0,08
Bb

 

LA/P3 10,24± 0,05
Ac

 6,05 ± 0,13
Ca

 8,74 ± 0,06
 Ba

 



64 

 

apresentaram viabilidade acima de 7 log UFC/g, durante os 120 dias de armazenamento 

refrigerado.  Mortaziavan et al. (2007) estudaram o efeito do armazenamento 

refrigerado a 2°C, 5°C e 8°C na viabilidade de Lactobacillus acidophilus e 

Bifidobacterium lactis em iogurte durante 20 dias, e constataram que os probióticos 

sofrem alterações na sua viabilidade em função dos fatores de estresse, como oxigênio 

molecular, acidez, peróxido de hidrogênio e efeitos antagonistas de L. delbruecki ssp. 

bulgaricus. Ainda, constataram que as cepas de L. acidophilus apresentaram melhor 

viabilidade em temperatura de armazenamento de 2°C, durante o período de 20 dias, 

enquanto que as B. lactis apresentaram melhor viabilidade em temperatura de 

armazenamento de 8°C. De acordo com os autores, em temperaturas mais elevadas, 

como 5°C e 8°C, comparadas a 2°C, o L. delbruecki ssp. Bulgaricus crescem mais 

rapidamente, produzindo ácido lático e peróxido de hidrogênio, reduzindo a viabilidade 

de L. acidophilus, devido ao antagonismo entre elas durante o período de 

armazenamento. 

Nossos estudos reforçam os resultados encontrados por outros pesquisadores 

que também concluíram que o armazenamento em menor temperatura é o mais 

apropriado para a viabilidade dos probióticos (Mortazavian et al., 2007, Shoji et al., 

2013, Marques da Silva et al., 2018).  
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Tabela 5 - Efeito da temperatura ambiente (25°C), congelamento (-18°C) e 

refrigeração (5°C) sob a viabilidade de Lactobacillus acidophilus livre e 

microencapsulados em diferentes matrizes encapsulantes, durante o armazenamento 

por 120 dias. 

 
Temperatura Ambiente (25°C) 

Tratamento 

Tempo (Dias) 

Célula 

livre 
LA/P0 LA/P1 LA/P2 LA/P3 

0 13,24 ± 0,08
Aa

 11,71 ±0,05
Ba

 9,60 ± 0,01
Da

 8,29 ± 0,04
Ea

 10,24 ±0,05
Ca

 

15 10,07± 0,09
Ab

 9,65 ± 0,20
 Ab 

9,17 ±0,65
 Aa

 8,10 ±0,10
Bab

 9,72 ±0,17
 Aa

 

30 9,75± 0,21
Ab

 7,41 ± 0,31
 Cc 

7,47 ±0,10
 Cb

 7,88 ±0,26
Ccb

 8,42 ±0,37
Bb

 

45 7,89 ± 0,01
Ac

 6,85 ± 0,08
 Cc 

6,95 ±0,05
 Cbc

 7,73 ±0,02
 BAc

 7,43 ±0,02
Bc

 

60 7,83± 0,01
Ac

 5,74 ± 0,08
 Cd 

6,51 ±0,09
 Bcd

 7,73 ±0,05
 Ac

 6,25 ±0,05
Bd

 

75 7,65± 0,01
Ac

 5,68 ± 0,17
 Cd 

6,24 ±0,07
 Bd

 <1
 Dd

 <1
 De

 

90 7,49± 0,02
Ac

 5,46 ± 0,10
 Bd 

<1
 Ce

 <1
 Cd <1

 Ce 
105 6,20± 0,02

Ad
 4,45 ± 0,30

 Be
 <1

 Ce
 <1

 Cd <1
 Ce 

120 5,07± 0,03
Ae

 2,84 ± 0,22
Bf

 <1
 Ce

 <1
 Cd <1

 Ce 

Temperatura Congelamento (-18°C) 

Tratamento 

Tempo (Dias) 

Célula 

livre 
LA/P0 LA/P1 LA/P2 LA/P3 

0 13,24 ± 0,08
Aa

 11,71 ± 0,05
Ba

 9,60 ± 0.01
Da

 8.29 ± 0,04
Ea

 10,24 ± 0,05
Ca

 

15 11,56 ± 0,01
Ab

 9,84 ± 0,03
Bb

 8,90 ± 0.06
 Cb

 8,23 ± 0,01
 Ea

 9,64 ± 0,16
 Bb

 

30 10,75 ± 0,01
Ac

 8,51 ± 0,04
 Dc

 8,74 ± 0.02
 Cb

 8,19 ± 0,06
 Ea

 9,12 ± 0,06
Bcd

 

45 10,40 ± 0,03
Ac

 7,55 ± 0,14
 Cd

 8,69 ± 0.02
 Bb

 7,71 ± 0,08
 Cb

 8,90 ± 0,11
Bcd

 

60 5,74 ± 0,08
Ed

 6,20 ± 0,04
 De

 8,63 ± 0.02
Abc

 7,59 ± 0,05
 Cc

 8,69 ± 0,04
Ade

 

75 5,31 ± 0,01
Dd 

6,08 ± 0,01
Ce

 8,47 ± 0.08
Acd

 7,40 ± 0,15
 Bcd

 8,50 ± 0,01
Ade

 

90 4,94 ± 0,06
De 

6,02 ± 0,53
 Ce

 8,25 ± 0.05
Ade

 7,26 ± 0,03
 Bde

 8,27 ± 0,07
Aef

 

105 4,14 ± 0,11
Df

 5,96 ± 0,04
 Ce

 8,18 ± 0.02
Ae

 7,23 ± 0,04
 Be

 8,14 ± 0,03
Aef

 

120 3,35 ± 0,02
Dg

 5,76 ± 0,09
 Ce

 7,69 ± 0.07
Af

 6,69 ± 0,11
Bf

 7,91 ± 0,03
Af

 

Temperatura Refrigeração (5°C) 

Tratamento 

Tempo (Dias) 

Célula 

livre 
LA/P0 LA/P1 LA/P2 LA/P3 

0 13,24 ± 0,08
 Aa

 11,71 ± 0,05
Ba

 9,60 ± 0,01
Da

 8,29 ± 0,04
Ea

 10,24 ± 0,05
Ca

 

15 10,44 ± 0,14
Ab 

10,55 ± 0,06
 Ab

 9,17 ± 0,05
Cb

 8,35 ± 0,04
Da

 9,91 ± 0,02
Ba 

30 8,31 ± 0,06
Bc 

9,31 ± 0,03
Ac

 8,53 ± 0,07
Bc

 7,95 ± 0,03
Cb

 8,56 ± 0,11
Bb 

45 7,89 ± 0,01
Cc 

8,70 ± 0,14
Ad

 8,13 ± 0,10
Bd

 7,75 ± 0,07
Cc

 8,36 ± 0,06
Bb 

60 6,03 ± 0,05
Dd 

7,58 ± 0,10
 Ce

 7,83 ± 0,09
Ad

 7,64±0,04
ACcd

 7,72 ± 0,03
ACc 

75 3,10 ± 0,04
Ce 

5,91 ± 0,02
Bf

 7,54 ± 0,13
Ae

 7,51 ± 0,02
Acd

 7,46 ± 0,23
Acd 

90 2,67 ± 0,22
Ce 

5,52 ± 0,04
Bg

 7,91 ± 0,04
Ad

 7,63 ± 0,03
Ade

 7,54 ± 0,36
Acd 

105 <1
 Df 

4,83 ± 0,07
 Ch

 7,76 ± 0,01
Ade

 7,52 ±0,03
Bde

 7,35 ± 0,13
Bcd 

120 <1
Df

 4,29 ± 0,03
 Ei

 7,76 ± 0,06
Ade

 7,43 ±0,03
Be

 7,11 ± 0,05
Cc 

Médias seguidas pela mesma letra, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. Médias encontradas em triplicata. A 

Tabela 1 apresenta a composição de cada micropartícula (LA/P0, LA/P1, LA/P2 e LA/P3) 
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4. Conclusão 

As partículas de pectina (LA/P0) produzidas por gelificação iônica seguidas de 

liofilização apresentaram diâmetro médio de 575,2 µm, porosas, e por isso, com 

reduzida viabilidade e resistência térmica à 72ºC/15s (5,41 log UFC/g) e à 63ºC/30 min 

(5,13 log UFC/g), assim como, não resistiram ao pH ácido (2,0) do teste de simulação in 

vitro do trato gastrointestinal perdendo a viabilidade drasticamente. Em contrapartida, 

as partículas de pectina que apresentaram camadas adsorvidas uma, duas ou três 

camadas apresentaram resultados satisfatórios para a microencapsulação de probióticos. 

Nesse contexto, o diâmetro médio das partículas multicamadas (LA/P1, LA/P2 e 

LA/P3) ficou entre os valores de 421,1 e 468,2 µm, podendo ser aplicada em alimentos, 

pois estas mesmas partículas apresentaram resultados relevantes em resposta ao 

tratamento térmico aplicado de 72ºC / 15 s, com contagens viáveis de 9,12 log UFC/g, 

7,98 log UFC/g e 8,74 log UFC/g, respectivamente. Enquanto que, a partícula LA/P3 

apresentou melhor resposta frente ao teste de simulação do trato gastrointestinal com 

resistência em pH 2,0 (6,31 log UFC/g) e perfil de liberação e contagens satisfatórias 

para a colonização no íleo, pH 6,5 (10,03 log UFC/g). Ainda, as partículas 

multicamadas liofilizadas, LA/P1, LA/P2 e LA/P3 foram mais resistentes ao período de 

armazenamento à -18 ºC e mantiveram a viabilidade aos 120 dias, com contagens de 

7,69 log UFC/g (LA/P1), 6,69 log UFC/g (LA/P2) e 7,91 log UFC/g (LA/P3), enquanto 

que a LA/P0 resistiu por 90 dias nesta temperatura (6,02 log UFC/g). 

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que as micropartículas 

liofilizadas em multicamadas apresentaram boa viabilidade e liberação dos probióticos 

quando expostas às condições pré-definidas comparadas aos lactobacilos livres e à 

partícula controle. Deste modo, destaca-se a relevância da microencapsulação 

multicamadas, utilizando a pectina e o concentrado proteico, em até três camadas, 

seguido do processo de aplicação da liofilização na sobrevivência de Lactobacillus 

acidophilus LA 02 ampliando assim a possibilidade de aplicações na indústria de 

alimentos. 
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2.5 MANUSCRITO 4 

 

 

Viabilidade de Lactobacillus acidophilus microencapsulado com pectina armazenado 

em temperatura de refrigeração 

 

 

Artigo apresentado no 6º Simpósio de Segurança Alimentar ocorrido de 15 a 18 de maio 

de 2018 na FAURGS em Gramado/RS, selecionado para compor um capítulo do livro 

―Ciência dos Alimentos‖.  
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3. DISCUSSÃO GERAL 

 

 

 Nesse trabalho foi avaliada a viabilidade de Lactobacillus acidophilus livre e 

microencapsulado por gelificação iônica externa, em matriz de pectina com até três 

camadas adsorvidas, intercalando pectina e concentrado proteico do soro de leite. 

 Em relação à eficiência de encapsulação observou-se que a produção de 

micropartículas úmidas por gelificação iônica utilizando a pectina como matriz 

encapsulante (LA/P0) resultou em uma eficiência de encapsulação de 87,91%. 

Sobretudo, a boa eficiência observada pode estar associada à técnica de atomização em 

temperatura ambiente utilizada para produzir as micropartículas, que evitou a perda do 

material microencapsulado durante o processo de produção (MUKAI-CORREA, 2008; 

BURGAIN et al., 2011). No entanto, quando camadas de concentrado proteico do soro e 

pectina foram adsorvidas houve redução na eficiência de encapsulação, ficando entre 

62% e 77% para as partículas úmidas. Na produção das partículas liofilizadas não se 

observou o mesmo comportamento, ou seja, a partícula com melhor eficiência de 

encapsulação foi a LA/P1 com 57,02% caracterizando o processo com perda probiótica. 

Evitar a perda da viabilidade dos probióticos é de extrema importância para a 

microencapsulação. Segundo Gadalla et al. (2015), Picot & Lacroix (2004) e Mukai-

Correa, (2008), estas variações no rendimento da microencapsulação dependem da 

composição do agente encapsulante, do composto bioativo encapsulado, da técnica e 

dos procedimentos utilizados para produzir as micropartículas. 

 A distribuição de tamanho das micropartículas apresentou-se normal para as 

micropartículas obtidas pela técnica de gelificação iônica, pois todos os tamanhos 

obtidos independente da composição, estão na faixa de distribuição de tamanho 

apontada por Burgain et al. (2011), ou seja, maiores que 100 até 4000 µm.  

Comparando os resultados de distribuição de tamanho, as micropartículas 

multicamadas úmidas apresentaram tamanhos entre 236,0 µm e 223,0 µm, ou seja, 

menores que as partículas multicamadas liofilizadas que apresentaram tamanhos entre 

421,1 µm e 468,2 µm. A micropartícula LA/P0, produzida apenas com a matriz 

encapsulante, foi a maior entre as úmidas, 477,6 µm, e entre as liofilizadas, 575,2 µm, 

demonstrando que independente do processo utilizado, a adsorção de camadas, 

concentrado proteico do soro e pectina, reduziu o tamanho das micropartículas 

avaliadas.  Segundo Célis (2014) e Souza et al. (2012) as partículas de pectina sem 
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recobrimento são visivelmente maiores que as partículas de pectina recobertas com 

proteína, devido a interação eletrostática que ocorre entre elas.  

De acordo com Burgain et al. (2011) a técnica de gelificação iônica pode 

promover partículas com tamanhos variados, dependendo da distância entre o bico 

atomizador e a solução de cloreto de cálcio e o diâmetro do bico. O tamanho das 

micropartículas é um parâmetro obrigatório na seleção de sua aplicação em alimentos, 

pois pode causar alterações sensoriais nos produtos, o que não é desejável, 

especialmente se a textura do produto é influenciada negativamente (SILVA et al., 

2018).  

Quanto à morfologia das partículas, as imagens obtidas por microscopia ótica e 

MEV (Figura 1 – manuscrito 2) demonstrou que os Lactobacillus acidophilus foram 

encapsulados e distribuídos por toda micropartícula, de forma homogênea em todas as 

micropartículas produzidas. As partículas úmidas apresentaram-se esféricas e levemente 

ovais, muito semelhantes entre si, embora a composição de partículas sejam diferentes. 

Embora as micropartículas deste estudo, não tenham apresentado tamanhos reduzidos, 

menores que 100 µm, o que é possível com o uso de outras técnicas (NUNES et al., 

2017; HOLKEM et al., 2016), apresentaram-se levemente esféricas, característica 

relevante para serem introduzidas em alimentos e não serem detectadas sensorialmente, 

pois serão menos detectáveis que partículas irregulares. 

 Souza et al. (2012) também encontraram material encapsulado difundido 

homogeneamente em toda partícula de pectina com revestimento proteico.  

Nas micrografias obtidas no MEV, os resultados apontaram a superfície das 

micropartículas com os L. acidophilus distribuídos homogeneamente, porém 

descaracterizadas pelo processo de liofilização, exibindo colapsos na parede das 

partículas. A perda da estrutura capsular, das micropartículas úmidas, se refere a 

desidratação acentuada dos géis polissacarídicos quando submetidos ao processo de 

liofilização (SAGIS et al., 2015). Da mesma forma, Aguilar et al. (2015) produziram 

micropartículas de alginato-pectina por gelificação iônica com e sem revestimento 

proteico e as partículas liofilizadas mostraram superfícies enrugadas e distintas da sua 

forma esférica original, independentemente do tipo de proteína utilizada. Segundo o 

mesmo autor, a presença de rugosidade na superfície pode estar associada à adesão da 

camada de proteína às micropartículas. 
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A desidratação de géis polissacarídicos liofilizados, em pressões reduzidas de 

congelamento, pode levar à formação de cristais de gelo que sublimam rompendo estes 

géis, originando poros em sua superfície (ETCHEPARE et al., 2016). No entanto, estes 

poros podem ter sido mínimos, não afetando a viabilidade celular, sendo assim, as 

características morfológicas das partículas úmidas não implicaram em efeitos negativos 

em relação à manutenção da viabilidade dos L. acidophilus. 

A microencapsulação pode melhorar a sobrevivência dos probióticos durante a 

passagem pelo trato gastrointestinal humano, assim os probióticos encapsulados devem 

resistir a passagem pela porção ácida e alcançar a porção intestinal com contagens 

acima de 6 ciclos logarítmicos para confirmar a viabilidade celular (TRIPATHI; GIRI, 

2014). 

No presente estudo, observou-se que a exposição aos fluidos gástricos (pH 2,0) 

foi crítico para a célula livre de Lactobacillus acidophilus que apresentou uma redução 

de 7,69 log UFC/g de viabilidade, e quando exposta aos pHs de 5,0 e 6,5 não apresentou 

viabilidade mínima, mostrando que não resistiu ao teste. Também investigando os 

efeitos do pH, nas partículas e células livres, Dafe et al. (2017) avaliaram Lactobacillus 

plantarum, livre e encapsulado, em pectina e pectina e amido frente as condições 

gastrointestinais e observaram que, as células livres foram quase totalmente destruídas, 

enquanto que, as partículas de pectina e pectina e amido, contendo o probiótico 

apresentaram baixas viabilidades, 5,15 log UFC/g e 6,67 log UFC/g, respectivamente. 

 Em contrapartida, as partículas de pectina com e sem revestimento proteico 

apresentaram comportamentos diferenciados. A pectina por ser uma molécula de cadeia 

longa apresenta baixa estabilidade e, em meio ácido sofre destruição se houver 

influência de calor (BRAGANTE, 2009), essa característica é relevante para o uso da 

pectina como matriz encapsulante de probióticos, visto que apresenta uma grande 

vantagem para a aplicação do teste gastrointestinal. 

 A partícula de pectina (LA/P0) úmida apresentou resistência e viabilidade 

durante a simulação do teste, com perfil de liberação de 7,58 log UFC/g na porção 

intestinal. No entanto, a mesma partícula, porém liofilizada não resistiu e apresentou 

morte celular durante a simulação do teste gastrointestinal in vitro.  De acordo com 

Tello et al. (2015) partículas produzidas com pectina apresentam a textura visivelmente 

mais frágil que partículas produzidas com revestimento ou misturada a outro polímero, 

como o alginato, por exemplo. Na formação da partícula de pectina pode ser atribuído 

um menor número de ligações cruzadas realizadas entre os grupos carboxila da pectina 
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com os íons cálcio; ainda, a presença de grupos amida na estrutura da pectina pode ter 

levado a um menor número de grupos carboxílicos disponíveis para formar a ligação 

iônica, resultando em partículas com menos cálcio, formando uma partícula mais frágil 

(TELLO et al., 2015). Embora seja a mesma partícula formada, os processos utilizados 

foram os responsáveis pelos resultados encontrados, ou seja, o congelamento seguido da 

liofilização foi indesejável para a partícula de pectina, a qual apresenta uma estrutura 

sensível aos cristais de gelo formados pelas suas moléculas de água, que romperam a 

matriz expondo os probióticos às variações severas de pH  do teste. 

As partículas úmidas que apresentam desempenho semelhante no teste 

gastrointestinal, foram as formadas com uma e duas camadas de proteína do soro, 

LA/P1 e LA/P3, pois ambas apresentaram baixa permeabilidade em condições ácidas do 

estômago e alta permeabilidade ao ambiente neutro do intestino, com liberação de 9,24 

log UFC/g (LA/P1) e 9,81 log UFC/g(LA/P3). Além da pectina não ser degradada no 

estômago, por ser prebiótica, as beta-lactoglobulinas também são responsáveis por 

conferir resistência à ação de ácidos e enzimas proteolíticas presentes no estômago. No 

estudo de Etchepare et al. (2016) os pesquisadores constataram melhor viabilidade de L. 

acidophilus na porção gástrica do trato gastrointestinal com partículas de alginato 

revestidas com quitosana quando comparadas às de alginato. 

As mesmas partículas na forma liofilizada, não apresentaram comportamento 

semelhante, o perfil de liberação da LA/P3 foi superior à LA/P1. A LA/P3 apresentou 

10,03 log UFC/g ao final do teste, enquanto que a LA/P1 apresentou 6,21 log UFC/g. 

Deste modo, concluiu-se que a liofilização pode alterar a estrutura de parede das 

partículas sem revestimento ou com um revestimento. Entretanto, neste estudo, a 

LA/P3, partícula com maior número de camadas adsorvidas, sendo duas delas formadas 

de concentrado proteico do soro, não sofreu influência negativa do processo de secagem 

e garantiu a proteção e manutenção da viabilidade do L. acidophilus microencapsulado 

durante a simulação gastrointestinal in vitro.   

 Quanto aos tratamentos térmicos aplicados pode-se dizer que as células livres de 

L.acidophilus não apresentaram resistência ao tratamento de 63ºC/30 min perdendo a 

sua viabilidade, no entanto, resistiram ao tratamento de 72ºC/15 s com contagens de 

7,84 log UFC/g. Cavalheiro (2016) avaliou os efeitos do tratamento térmico de 70ºC /5 

min sob Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium livres e observou que ambos 

apresentaram redução na viabilidade, no entanto, E. faecium demonstrou-se mais 

resistente ao tratamento térmico a 70ºC por curto período de tempo. 
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Quanto a aplicação do tratamento térmico de 63ºC/30 min às partículas úmidas 

contendo Lactobacillus acidophilus observou-se melhor resistência para as partículas 

LA/P1 com contagens de 9,57 log UFC/g, LA/P3 com contagens de 8,64 log UFC/g e 

LA/P0 com contagens de 8,22log UFC/g. As partículas formadas com e sem 

multicamadas, úmidas, demonstraram-se resistentes ao tratamento térmico de 72ºC /15 

s, todas, exceto a LA/P2 (5,61 log UFC/g), apresentaram contagens acima de 6 log 

UFC/g.   

Quanto ao monitoramento da viabilidade dos L. acidophilus livres e 

microencapsulados observou-se que tanto as partículas úmidas quanto as liofilizadas 

não apresentaram viabilidade prolongada durante o armazenamento à temperatura 

ambiente (25ºC), sendo que as  partículas que apresentaram melhor estabilidade foram a 

LA/P0 (7,07 log UFC/g) úmida e a LA/P1 (6,24 log UFC/g) liofilizada, ambas aos 75 

dias de armazenamento. Enquanto que, os lactobacilos livres resistiram viáveis (6,20 

log UFC/g) por 105 dias de armazenamento nessa temperatura. 

Apesar do bom desempenho dos lactobacilos livres no acondicionamento à 

25°C, em -18ºC observou-se que em 60 dias, não apresentavam mais viabilidade (5,74 

log UFC/g) diferindo significativamente (p<0,05) dos demais microencapsulados. Ao 

longo do armazenamento em temperatura de congelamento, as partículas liofilizadas 

LA/P1 e LA/P3 não apresentaram diferença significativa (p>0,05) e apresentaram 

viabilidade acima de 7 log UFC/g aos 120 dias. Embora a LA/P2 também tenha 

resistido viável aos 120 dias à -18ºC (6,69 log UFC/g). Já para as partículas úmidas, o 

armazenamento a temperaturas tão reduzidas demostrou-se mais severo, pois apenas a 

LA/P1 resistiu aos 120 dias com viabilidade e a LA/P3 com 105 dias. 

O armazenamento à temperatura de refrigeração por 120 dias, demonstrou-se 

adequado para as partículas LA/P1, LA/P2 e LA/P3 liofilizadas que apresentaram 

contagens acima de 7 log UFC/g garantindo sua viabilidade, enquanto que os 

lactobacilos livres e os microencapsulados em LA/P0 resistiram por 60 dias viáveis. 

Essa mesma partícula, porém na forma úmida (LA/P0), foi a que apresentou melhor 

viabilidade à 5ºC, resistindo por 75 dias, demonstrando que mesmo sem adsorção de 

camada proteica, a partícula de pectina foi superior às demais partículas e ao probiótico 

livre. A justificativa para a partícula ter apresentado comportamento superior pode estar 

relacionada com a técnica de obtenção (gelificação iônica), o procedimento de produção 

(solução de pectina 2% em pH 4,0)  e o material encapsulante, a pectina de baixo teor 

de metoxilação, pois os íons carboxílicos livres da pectina formam ligações covalentes 
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com os íons cálcio, do cloreto, influenciando o mecanismo de gelificação, em pH 4,0 

produzindo partículas mais viscosas, talvez por isso mais resistentes à baixa 

temperatura. 

Diante dos resultados obtidos de viabilidade de L.acidophilus armazenado em 

diferentes temperaturas, concluiu-se que as partículas liofilizadas apresentaram 

desempenho superior, quando comparadas aos resultados obtidos pelas partículas 

úmidas, o que foi atribuído a adsorção de camadas, de pectina e proteína, que 

promoveram maior proteção ao probiótico encapsulado liofilizado. Também atribuiu-se 

ao desempenho inferior das partículas úmidas, o teor de água das mesmas, pois o 

elevado teor de umidade não é desejável, uma vez que elas se tornam mais suscetíveis a 

contaminação microbiana que influencia na viabilidade do probiótico (AGUILAR et al., 

2015). 

De acordo com o exposto, conclui-se que a manutenção da viabilidade dos 

probióticos durante o armazenamento é importante a fim de possibilitar a aplicação pela 

indústria (CAVALHEIRO, 2016). Sendo assim, a manutenção da viabilidade pelo maior 

período de tempo possível, neste estudo 120 dias, foi alcançado pelas partículas 

liofilizadas LA/P1 e LA/P3 armazenadas à -18ºC e 5ºC que apresentaram neste período 

contagens acima de 7 log UFC ⁄g. Atribuiu-se esse resultado à caracterização destas 

partículas, a LA/P1 formada de pectina (2%) e uma camada de concentrado proteico do 

soro (2%) e a LA/P3, formada de pectina (2%), 1 camada de concentrado proteico (2%), 

1 camada de pectina (0,3%) e por fim, 1 camada de concentrado proteico (0,5%), ou 

seja, o efeito das multicamadas, aumentou  a concentração do material encapsulante e 

influenciou a sobrevivência do probiótico. Ainda, diante do exposto, o efeito alcançado 

atende a legislação, a qual define que o probiótico ideal deve manter-se viável, 

metabolicamente ativo, e em quantidades suficientes, no mínimo 6 log UFC ⁄g durante 

todo o período de armazenamento do produto, assim como resistir as condições do 

sistema gastrointestinal, para colonizar o intestino e promover seus efeitos benéficos 

(FAO/WHO, 2002).  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

As partículas foram caracterizadas como ligeiramente esféricas e a eficiência de 

encapsulação sofreu alteração quando camadas foram adsorvidas, tanto para as 

partículas úmidas quanto as liofilizadas. No entanto, a adsorção de concentrado proteico 

do soro de leite reduziu o tamanho das partículas que variaram entre 236,0 – 208,0 µm 

para as micropartículas úmidas e, entre 421,1 – 468,2 µm para as liofilizadas. 

As partículas liofilizadas que apresentaram adsorção de camadas, ou seja, 

LA/P1, LA/P2 e LA/P3 protegeram os Lactobacillus acidophilus frente aos testes 

gastrointestinais simulados. As partículas úmidas que apresentaram viabilidade frente 

ao teste de simulação in vitro, foram a LA/P0, LA/P1 e LA/P3, enquanto que os 

lactobacilos livres não resistiram ao teste. 

Ainda, as mesmas partículas liofilizadas que apresentaram adsorção de camadas 

(LA/P1, LA/P2 e LA/P3), apresentaram relevante resistência ao tratamento térmico de 

72ºC por 15 s, com reduzida perda de viabilidade quando comparada a contagem inicial, 

enquanto que os lactobacilos livres, resistiram ao teste, mas apresentaram redução de 

5,4 log UFC/g em relação a contagem inicial. Quanto ao desempenho das partículas 

úmidas, a melhor resistência térmica foi observada para a partícula LA/P1, pois resistiu 

à exposição à 63ºC por 30 min, sem diferença significativa (p > 0,05) em relação a 

contagem inicial (9,57 log UFC/g). 

Quanto às condições de estocagem, as melhores viabilidades apresentadas pelas 

partículas úmidas foram obtidas sob temperatura de -18 ºC, com contagens de 7,86 log 

UFC/g para a LA/P1 ao final do período (120 dias) e 6,55 log UFC/g para a LA/P3 por 

105 dias. Enquanto que as partículas liofilizadas, LA/P1, LA/P2 e LA/P3 apresentaram 

ótima resistência ao período de 120 dias com viabilidade em torno de 7 log UFC/g 

quando estocadas às temperaturas de refrigeração (5°C) e congelamento (-18°C).  

Este estudo mostrou que foi possível produzir micropartículas por gelificação 

iônica externa associada à interação eletrostática a partir de partículas de pectina e 

concentrado proteico do soro de leite (WPC) adsorvidas sequencialmente em até três 

camadas para proteção e manutenção da viabilidade de Lactobacillus acidophilus. A 

produção de partículas de pectina multicamadas neste estudo foi relevante, pois em 

todos os teste aplicados, foi comparada à partícula de pectina sem camada adsorvida e 
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ao probiótico livre e demonstrou viabilidade satisfatória. O probiótico livre não resistiu 

ao teste gastrointestinal e ao tratamento térmico de 63ºC/ 30 min e o maior tempo viável 

de armazenamento foi à temperatura de 25 ºC por 105 dias. Enquanto que a maioria das 

partículas apresentaram resultados de resistência ao teste gastrointestinal, aos 

tratamentos térmicos e resistência às baixas temperaturas de armazenamento por longo 

período de tempo. Novos trabalhos visando a aplicação destas partículas em alimentos 

devem ser realizadas, bem como avaliar outros materiais que promovam estabilidade 

dos probióticos em temperatura ambiente. 
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