
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA 

CENTRO DE CIÊNCIAS RURAIS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA E TECNOLOGIA DOS 

ALIMENTOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

Thaiane Marques da Silva 
 

 

 

 

 

 

 

 

PRODUÇÃO DE MICROCÁPSULAS PROBIÓTICAS POR 

COACERVAÇÃO COMPLEXA ASSOCIADA À RETICULAÇÃO 

INDUZIDA E APLICAÇÃO EM SUCOS DE FRUTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Santa Maria, RS 

2020 





 

Thaiane Marques da Silva 

 

 

 

 

 

 

 

PRODUÇÃO DE MICROCÁPSULAS PROBIÓTICAS POR COACERVAÇÃO 

COMPLEXA ASSOCIADA À RETICULAÇÃO INDUZIDA E APLICAÇÃO EM 

SUCOS DE FRUTA 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Curso de Pós-Graduação 

em Ciência e Tecnologia dos Alimentos, da 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, 

RS), como requisito parcial para obtenção do 

título de Doutora em Ciência e Tecnologia 

dos Alimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Cristiano Ragagnin de Menezes 

Co-orientadora: Prof. Dra. Cristiane de Bona da Silva 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Santa Maria, RS 

2020  



 

 

 

 

 

 
 



 

 
 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais e à minha irmã, 

com muito carinho e gratidão, 

dedico este trabalho. 

 





 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço a Deus, pela vida e por todas as oportunidades colocadas em meu caminho. 

À Universidade Federal de Santa Maria e seus mestres, por todo conhecimento adquirido e 

pelo ensino gratuito e de qualidade durante dez anos. 

Ao meu orientador, Prof. Cristiano, pela oportunidade de fazer parte do laboratório 106, 

jamais me esquecerei das realizações alcançadas por meio dessa oportunidade. Por todas as 

orientações, pela amizade e pela parceria de oito anos de trabalho. Deixo aqui minha imensa 

admiração pelo profissional que és e minha gratidão! 

À CAPES pelo apoio financeiro. 

À Coana e à Ajinomoto pelo fornecimento de insumos para a realização deste trabalho. 

À minha família, minha mãe Fatima e meu pai João, por serem minha base, pela excelente 

educação, por sempre apoiarem meus sonhos e vibrarem com minhas conquistas, fazendo o que 

fosse necessário pelos meus estudos. E a minha irmã Ariane, minha melhor amiga, que sempre 

esteve do meu lado (mesmo longe), sendo meu braço direito e minha companheira de todos os 

momentos. A vocês que tanto amo, minha eterna gratidão! 

À Ju (Juliane), minha prima-irmã, por todo apoio e por todos os momentos que estivemos 

juntas, o teu companheirismo foi imprescindível para esta conquista. 

Ao Arthur, que mesmo em pouco tempo presente na minha vida, já me ajudou e me 

ensinou tanto. Tua ajuda foi muito importante para a concretização deste trabalho! Muito 

obrigada! 

À Gabrielle Fagundes, por me ouvir, me auxiliar e tanto me ensinar, poder contar contigo 

e teus conselhos foi fundamental pra realização deste trabalho, gratidão! 

Aos colegas e amigos do laboratório 106, por todo o auxílio para a realização deste 

trabalho. Obrigada Cassandra, Débora, Gabi, Greice, Naiara, Simara, Vandré e Vitor pela 

convivência, pelos momentos de descontração e diversão, pelo apoio e por tudo que 

compartilhamos nesse período. Às ex-colegas e amigas, Graci, Mari, MaFer, Maiara e Suelen, que 

sinto tanta saudade dos mates, vocês também foram muito importantes na realização deste 

trabalho. 

Às minhas amigas e colegas, Maritiele e Bruna, pelos inúmeros momentos que estivemos 

juntas, pelas viagens, pelos trabalhos e principalmente, pela amizade verdadeira. Amo vocês! 

Mari, minha gratidão pelos 23 de companheirismo. #CPG 

À minha amiga Nicole, pelos 22 anos de amizade e convívio. Muito obrigada pelas risadas 

garantidas e por tudo que passamos durante esse tempo! 

Aos colegas de pós-graduação, Angela, Augusto, Camila, Fernanda, Jamila, Karine, 

Marcelo, Maritiele e Naiéli, que desde o mestrado estivemos juntos, compartilhando nossas vidas, 

muito obrigada pela amizade e apoio. #TP 

Enfim, a todos que de alguma forma contribuíram para a realização deste trabalho, muito 

obrigada! 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Feliz aquele que transfere o que 

sabe e aprende o que ensina”. 

 

Cora Coralina 

 





 

RESUMO 
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O objetivo deste trabalho consistiu em desenvolver microcápsulas contendo L. acidophilus LA-02 

por coacervação complexa associada à reticulação com transglutaminase para aumentar a 

viabilidade da cultura probiótica após aplicação em suco de laranja e suco de maçã. As 

microcápsulas foram produzidas com gelatina e goma arábica (1:1), com posterior reticulação das 

microcápsulas com 2,5 e 5,0 U de transglutaminase/g de gelatina, tratamentos 1 e 2, 

respectivamente, sendo produzidas nas formas úmida e seca. As análises a seguir foram realizadas 

para os probióticos na forma livre e nas microcápsulas, sem e com reticulação. Foram avaliadas a 

eficiência de encapsulação e a morfologia, no intuito de caracterizar as microcápsulas. Também 

foi avaliada a viabilidade dos probióticos após a exposição às condições gastrointestinais 

simuladas, em exposição a tratamentos térmicos e durante armazenamento em diferentes 

condições de temperatura por 60 dias. Nos sucos de frutas, somente microcápsulas úmidas foram 

adicionadas e foram avaliadas as concentrações de probióticos adicionados aos sucos (10 e 30%), 

a viabilidade em armazenamento nos sucos por 63 dias a 4°C e as condições de pH e sólidos 

solúveis totais dos sucos de fruta. O processo de microencapsulação associado à reticulação com 

transglutaminase apresentou alta eficiência de encapsulação. A morfologia foi semelhante para 

microcápsulas com e sem reticulação, apresentando-se esféricas e multinucleadas, sendo que a 

reticulação influenciou o diâmetro médio das microcápsulas secas. As microcápsulas 

apresentaram resistência em condições gastrointestinais simuladas e frente ao tratamento térmico, 

sendo essa resistência ampliada nas microcápsulas reticuladas e secas. Sob armazenamento, as 

microcápsulas na forma úmida ofereceram melhores condições de sobrevivência aos probióticos, 

sendo a temperatura de congelamento a mais adequada e o efeito da reticulação com 

transglutaminase mais evidente na temperatura de refrigeração. Quanto aos sucos de fruta, o suco 

de laranja foi o mais adequado proporcionando a sobrevivência dos probióticos por 63 dias (8,12 

log UFC mL-1), nas microcápsulas. No suco de maçã, o processo de reticulação associado à 

concentração de 30% de microcápsulas foi mais adequado, proporcionando viabilidade aos 

probióticos por 35 dias (7,68 log UFC mL-1). Foi observado que o fator mais relevante para a 

sobrevivência dos probióticos foi o pH dos sucos e que as variações de pH e sólidos solúveis 

totais dos sucos de frutas está relacionada a atividade metabólica dos probióticos. Portanto, a 

coacervação complexa associada à transglutaminase proporcionou a proteção aos probióticos 

frente a condições adversas como o trato gastrointestinal e o tratamento térmico, bem como 

proporcionou viabilidade aos probióticos sob armazenamento em sucos de fruta por até 63 dias a 

4°C.  

 

 

Palavras-chave: Microencapsulação. L. acidophilus. Transglutaminase. Suco de laranja. Suco de 

maçã. 
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The objective of this work was to develop microcapsules containing L. acidophilus LA-02 by 

complex coacervation associated with crosslinking with transglutaminase to increase the 

viability of the probiotic culture after application in orange juice and apple juice. The 

microcapsules were produced with gelatin and gum arabic (1:1), with subsequent crosslinking 

of the microcapsules with 2.5 and 5.0 U of transglutaminase / g of gelatin, treatments 1 and 2, 

respectively, being produced in wet and dry forms. The following analyzes were performed 

for probiotics in free form and in microcapsules, without and with crosslinking. Encapsulation 

efficiency and morphology were evaluated in order to characterize the microcapsules. The 

viability of probiotics was also evaluated after exposure to simulated gastrointestinal 

conditions, exposed to heat treatments and during storage under different temperature 

conditions for 60 days. In fruit juices, only moist microcapsules were added and the 

concentrations of probiotics added to the juices (10 and 30%), the viability in storage in the 

juices for 63 days at 4°C and the pH conditions and total soluble solids of the fruit juices. The 

microencapsulation process associated with cross-linking with transglutaminase showed high 

encapsulation efficiency. The morphology was similar for microcapsules with and without 

crosslinking, being spherical and multinucleated, and the crosslinking influenced the average 

diameter of the dry microcapsules. The microcapsules showed resistance in simulated 

gastrointestinal conditions and in the face of heat treatment, and this resistance was increased 

in dry and reticulated microcapsules. Under storage, the microcapsules in the wet form 

offered better survival conditions for the probiotics, with the freezing temperature being the 

most appropriate and the effect of cross-linking with transglutaminase most evident in the 

refrigeration temperature. As for fruit juices, orange juice was the most adequate, providing 

probiotics for 63 days (8.12 log CFU mL-1) survival, in microcapsules. In apple juice, the 

cross-linking process associated with a concentration of 30% microcapsules was more 

appropriate, providing viability to probiotics for 35 days (7.68 log CFU mL-1). It was 

observed that the most relevant factor for the survival of the probiotics was the pH of the 

juices and that the variations in pH and total soluble solids of the fruit juices are related to the 

metabolic activity of the probiotics. Therefore, the complex coacervation associated with 

transglutaminase provided protection to probiotics against adverse conditions such as the 

gastrointestinal tract and heat treatment, as well as providing viability to probiotics under 

storage in fruit juices for up to 63 days at 4°C. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese segue as normas estabelecidas na Estrutura e Apresentação do Manual de 

Dissertações e Teses da UFSM – MDT (2015). Os dados do presente estudo estão 

apresentados no formato de artigos científicos e capítulo de livro, sendo a tese composta por 

um artigo científico (Revista Food Research International, Qualis CAPES A1) e um capítulo 

de livro (e-Book Avanços e Desafios da Nutrição IV) publicados; e dois manuscritos, um de 

revisão bibliográfica, que será submetido a Revista Ciência Rural e o outro de caráter 

científico, com resultados da pesquisa, que será submetido a Revista Food Research 

International. Por fim, encontram-se os itens DISCUSSÃO, onde será apresentando uma 

compilação de interpretações e comentários a respeito dos resultados abordados nos artigos e 

manuscritos, e CONCLUSÃO. As REFERÊNCIAS dizem respeito às citações encontradas 

nos itens INTRODUÇÃO, REFERENCIAL TEÓRICO e DISCUSSÃO dessa tese. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O mercado global de bebidas está em crescente ascensão. Desde 1996 teve um 

aumento de 31% em termos de vendas (BARUKČIĆ; JAKOPOVIĆ; BOŽANIĆ, 2019). 

Nesse sentido, o consumo de sucos de frutas e néctares correspondeu a 36,2 bilhões de litros 

em 2017 (ASSOCIAÇÃO EUROPEIA DE SUCOS DE FRUTA, 2018). No Brasil, sucos de 

frutas e néctares são um importante segmento no mercado de bebidas, crescendo 

aproximadamente 9% ao ano (SANTOS et al., 2018). 

Além de grande importância no mercado, as frutas estão entre os alimentos mais 

importantes, pois além de fornecerem nutrientes, desempenham um papel vital na manutenção 

da saúde. Assim, sucos de fruta são matrizes promissoras por serem saudáveis, possuindo 

quantidades adequadas de açúcares, vitaminas e minerais e, nesse sentido, são adequados aos 

probióticos, pois essas características podem melhorar a viabilidade probiótica durante o 

armazenamento (LEBAKA et al., 2018). 

Além disso, é válido destacar a crescente busca dos consumidores por alimentos 

funcionais. O conceito de alimentos funcionais está relacionado aos alimentos que além de 

forneceram a nutrição básica, oferecem bem-estar físico e mental, contribuindo na prevenção 

e redução de fatores de risco responsáveis por diversas doenças ou no melhoramento de certas 

funções fisiológicas (SYNGAI et al., 2015). Por isso, devido aos probióticos proporcionarem 

benefícios à saúde além da função nutricional tradicional, podem ser considerados alimentos 

funcionais (LIN, 2003). Assim, a adição dos probióticos em sucos de frutas também contribui 

para ampliar a gama de alimentos funcionais disponíveis no mercado.  

Segundo Lebaka et al. (2018) os sucos de fruta são promissores à adição dos 

probióticos, pois são, em parte, constituídos por proteínas e fibras alimentares que favorecem 

a sobrevivência dos probióticos durante o período de armazenamento dos sucos. Outro ponto 

favorável é que durante a passagem pelo trato gastrointestinal, o tempo de permanência dos 

sucos de fruta no estômago é relativamente curto e não haveria exposição das bactérias às 

condições ácidas desfavoráveis do estômago. Contudo, apesar desses pontos favoráveis, há o 

conhecimento que o pH, quantidade de ácidos orgânicos, fibra alimentar, fenólicos, oxigênio 

e quantidade insuficiente de aminoácidos e peptídeos livres, são os principais fatores 

presentes nos sucos de fruta que afetam a sobrevivência dos probióticos. Dessa forma, a 

adição direta dos probióticos resulta em perdas na viabilidade (KALITA et al., 2018) e 
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tornando inviável o desenvolvimento de sucos de fruta com o apelo probiótico. Assim sendo, 

a microencapsulação é uma alternativa promissora nesse sentido. 

O processo de microencapsulação consiste em reter uma substância (agente ativo) em 

um material transportador (material de parede) (DEVI et al., 2016). Além de proteger os 

probióticos das condições adversas presentes no suco de fruta, a microencapsulação permite 

que o probiótico permaneça viável durante a passagem pelo trato gastrointestinal e que chegue 

no local de ação (cólon) em quantidades adequadas (ERATTE et al., 2018). 

A técnica mais antiga de microencapsulação é a coacervação complexa. Esta técnica 

consiste na separação de fases entre biopolímeros carregados com cargas opostas através da 

interação eletrostática. Os coacervados geralmente são produzidos a partir de proteínas e 

polissacarídeos, assim, podem ter uma ampla gama de funcionalidades em vários produtos 

(EGHBAL; CHOUDHARY, 2018). Nas últimas décadas, tem sido bastante utilizada para a 

proteção de bactérias probióticas (LAN et al., 2020; SILVA et al., 2019; MARQUES DA 

SILVA et al., 2018; WITZLER et al., 2017; ERATTE et al., 2016; ERATTE et al., 2015). 

Apesar da coacervação complexa ser uma técnica amplamente utilizada, as 

microcápsulas obtidas por coacervação complexa são também conhecidas por serem frágeis 

sob certas condições. Sendo assim, alguns compostos têm sido utilizados com o intuito de se 

obter estruturas mais resistentes. Entre estes compostos, está a transglutaminase 

(COMUNIAN et al., 2016). 

A transglutaminase é uma enzima que catalisa reações de reticulação entre lisina e 

glutamina, aumentando a estabilidade das microcápsulas por reforçar a estrutura interna das 

mesmas (MURPHY; FARKAS; JONES, 2017). A transglutaminase promove alterações 

significativas como melhoramento da textura, estabilidade, gelificação, potencial de 

emulsificação e capacidade de ligação à água, sem alteração negativa na qualidade sensorial e 

nutricional (GHARIBZAHEDI et al., 2017). Além disso, em estudos com probióticos, a 

transglutaminase demonstrou não ter influência negativa no crescimento das células 

bacterianas (PAVUNC et al., 2011), além de aumentar a resistência de microcápsulas 

probióticas expostas ao suco gástrico e propiciar maior liberação em suco intestinal (YEW et 

al., 2011). 

Adicionalmente, até o momento, as referências relacionando a técnica de coacervação 

complexa, probióticos, reticulação enzimática com transglutaminase e aplicação em sucos de 

fruta inexistem, sendo este estudo inovador e pioneiro, nesse sentido. Além disso, o 

desenvolvimento desse produto contribui para aumentar o consumo de probióticos na 
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alimentação, uma vez que o suco de fruta é frequentemente consumido, mas lembrando que 

não deve ser consumido indiscriminadamente. Diante do exposto, ressalta-se a importância do 

presente trabalho no sentido de melhorar as microcápsulas obtidas por coacervação complexa, 

para que se possa com isso, aumentar a viabilidade dos probióticos e, além disso, o 

desenvolvimento de um produto funcional de alto consumo.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver e avaliar microcápsulas contendo L. acidophilus obtidas por coacervação 

complexa, seguida de reticulação por transglutaminase e analisar sua aplicação em diferentes 

sucos de fruta. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Desenvolver microcápsulas contendo L. acidophilus, por coacervação complexa; 

• Reticular as microcápsulas produzidas com duas concentrações diferentes de 

transglutaminase e avaliar o efeito da concentração nas microcápsulas; 

• Avaliar o tamanho médio e morfologia das microcápsulas não reticuladas e 

reticuladas; 

• Avaliar as microcápsulas reticuladas após serem submetidas ao método de secagem 

por liofilização para obtenção de microcápsulas secas; 

• Avaliar a resistência das microcápsulas reticuladas úmidas e liofilizadas em 

condições que simulam o ambiente gástrico e intestinal, frente ao tratamento térmico 

e em diferentes temperaturas de armazenamento; 

• Adicionar as microcápsulas produzidas em diferentes concentrações em suco de 

laranja e suco de maçã; 

• Avaliar o efeito das concentrações de microcápsulas nos sucos de fruta; 

• Avaliar a viabilidade durante armazenamento das microcápsulas quando aplicadas 

nos sucos de fruta; 

• Avaliar os sucos de fruta adicionados das microcápsulas quanto às características de 

pH e sólidos solúveis totais. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 PROBIÓTICOS COMO ALIMENTOS FUNCIONAIS 

 

Alimentos capazes de auxiliar na manutenção da saúde, na cura ou redução de 

doenças, bem como contribuir com a nutrição básica, são denominados alimentos funcionais. 

Esses alimentos têm despertado cada vez mais o interesse dos consumidores que buscam 

dietas que promovam a saúde e previnam doenças, impulsionando o mercado e conduzindo ao 

estudo e desenvolvimento dos alimentos funcionais (ANVISA, 1999; PRADO et al., 2008; 

SYNGAI et al., 2015). De acordo com Prado et al. (2008), o conceito de alimentos funcionais 

está mais voltado a aditivos alimentares que contribuem positivamente na composição da 

microbiota intestinal, como os probióticos.  

Dessa forma, devido à crescente conscientização por parte dos consumidores sobre a 

importância da microbiota intestinal para a saúde, o consumo de probióticos aumentou 

consideravelmente, nas últimas décadas (CHEN et al., 2017). De acordo com analistas de 

mercado, estima-se que o mercado global dos probióticos exceda três bilhões de dólares em 

2024 (LERNER; SHOENFELD; MATTHIAS, 2019). Atualmente, os probióticos são 

administrados em produtos alimentícios ou suplementos, sendo encontrados, principalmente, 

em alimentos como leite, queijo, iogurtes e cereais (RAHMANI, 2019). 

Apesar desse aumento no consumo nos dias atuais, existem relatos que os probióticos 

eram utilizados, sem conhecimento algum, há 10.000 anos e que seu consumo foi 

disseminado através de leites fermentados nos séculos anteriores, principalmente na Europa, 

onde os probióticos eram relacionados à longevidade e a vida saudável (LERNER; 

SHOENFELD; MATTHIAS, 2019). Foi nesse período, há mais de um século, quando o 

cientista russo Elie Metchnikoff supôs também que a longevidade tinha relação com os efeitos 

benéficos fornecidos pelas bactérias ácido lácticas (LAB), tornando os probióticos conhecidos 

mundialmente (WGO, 2017). 

Os probióticos são definidos oficialmente pela Organização Mundial de 

Gastrenterologia (WGO) como “microrganismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro” (WGO, 2017). 

Entretanto, para que estes benefícios sejam conferidos, é recomendável consumir diariamente 

um produto probiótico que contenha 108 – 109 UFC g-1, conforme a legislação preconiza, ou o 

alimento deve conter pelo menos 106 – 107 UFC g-1 por dose, porém valores menores são 

aceitos desde que sua eficiência seja comprovada (BRASIL, 2008; WGO, 2017). Além disso, 



32 

outros aspectos devem ser considerados: os probióticos devem permanecer viáveis na 

produção em grande escala, permanecer estáveis e viáveis durante o armazenamento e no 

momento do consumo e sobreviver no trato gastrointestinal (PRADO et al., 2008). 

Além da recomendação diária, para que os benefícios ocorram, os probióticos atuam 

no organismo por diferentes mecanismos, os quais justificam sua importância. A partir de 

relatos na literatura podemos encontrar, com mais relevância, o auxílio na regulação da 

composição da microbiota intestinal, a inibição do crescimento de patógenos e a estimulação 

do sistema imune (WGO, 2017). Como resultado benéfico destes mecanismos, observa-se a 

redução do colesterol sérico (WANG et al., 2018), o alívio da intolerância a lactose (ARIFIN; 

BOEDIARSO; TAMBUNAN, 2016), o melhoramento da imunidade (ISOLAURI et al., 

1993), bem como resultados positivos no tratamento e prevenção da diarreia aguda 

(SAAVEDRA et al., 1995), na redução de efeitos colaterais do tratamento para H. pylori 

(KIM et al., 2008) e no tratamento da doença de Crohn (MALIN et al., 1996), entre outras. 

Entre os probióticos mais comumente utilizados, encontram-se cepas de bactérias e 

leveduras, como Lactobacillus, Streptococcus, Saccharomyces, Bifidobacterium, Bacillus e 

Enterococcus, entre outros (Tabela 1) (RAHMANI, 2019). Segundo a legislação, os gêneros 

Bifidobacterium e Lactobacillus, participantes da microbiota intestinal humana, são 

detentores das principais espécies probióticas (BRASIL, 2008). Por ser objetivo do presente 

estudo, o gênero Lactobacillus será detalhado. 

 

Tabela 1 – Microrganismos probióticos 

Espécies de Lactobacillus Espécies de Bifidobacterium Outras 

Lactobacillus acidophilus  Bifidobacterium adolescentes Bacillus cereus 

Lactobacillus amylovorus Bifidobacterium animalis Clostridium botyricum 

Lactobacillus brevis Bifidobacterium breve Enterococcus faecalis 

Lactobacillus casei Bifidobacterium bifidum Enterococcus faecium 

Lactobacillus casei sp. 

Rhamnosus 

Bifidobacterium infantis Escherichia coli 

Lactobacillus crispatus Bifidobacterium lactis Lactococcus lactis sp. cremoriss 

Lactobacillus delbrueckii sp. 

Bulgaricus 

Bifidobacterium longum Lactococcus lactis sp. lactis 

Lactobacillus fermentum  Leuconostoc mesenteroides sp. dextranicum 

Lactobacillus gasseri  Pediococcus acidilactici 

Lactobacillus helveticus  Propionibacterium freudenreichii 

Lactobacillus johnsonii  Saccharomyces boulardii 

Lactobacillus lactis  Streptococcus salivarius sp. thermophilus 

Lactobacillus paracasei   

Lactobacillus plantarum   

Lactobacillus reuteri   

Fonte: Prado et al. (2008) 
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3.1.1 O gênero Lactobacillus 

 

O gênero Lactobacillus compete a um grande grupo de bactérias gram-positivas, em 

forma de bastonete, anaeróbias facultativas, não formadoras de esporo, tolerantes a ácidos e 

catalase-negativas. Esse gênero é formado por mais de 200 espécies, sendo L. acidophilus, L. 

salivarius, L. casei, L. brevis, L. fermentum e L. plantarum (Figura 1) as principais espécies 

encontradas no trato gastrointestinal humano. Além disso, é o gênero mais estudado como 

potencial terapêutico para a saúde humana (NAABER; MIKELSAAR, 2004; MARTÍN et al., 

2019; PRADHAN; MALLAPPA; GROVER, 2020). 

 

Figura 1 – Microscopia eletrônica de varredura de cepas de Lactobacillus plantarum 

 

Fonte: Arasu et al. (2016) 

 

As cepas de Lactobacillus vêm sendo utilizadas na prevenção e tratamento de diversas 

doenças (PRADO et al. 2008) como a diarreia causada por bactérias patogênicas e vírus 

(ROSENFELDT et al., 2002), infecções e complicações por H. pylori (CHEN et al., 2019), 

doenças inflamatórias e síndromes intestinais (O’MAHONY et al., 2005), câncer no trato 

gastrointestinal (RUSSO et al., 2007), sintomas alérgicos (SHIDA et al., 2002), doença 

cardiovascular (NARUSZEWICZ  et al., 2002) e infecções do trato urinário (GRIN et al., 

2013). 

De acordo com Stürmer et al. (2012) os Lactobacillus acidophilus habitam o trato 

gastrointestinal de humanos e animais, contribuindo para o equilíbrio da microbiota intestinal, 

pois protegem o trato gastrointestinal frente o acesso e a proliferação de microrganismos 
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patogênicos. Segundo Saad (2006) e Stümer et al. (2012) entre seus efeitos benéficos 

destacam-se a capacidade de produzir a enzima lactase e hidrolisar as moléculas de lactose 

presentes nos lácteos, em carboidratos mais simples, sendo facilmente digeridos e 

beneficiando os consumidores que apresentam intolerância à lactose; atuam positivamente no 

controle da diarreia e podem reduzir de forma significativa a sua duração em lactentes e 

crianças, além de reduzir inflamações do trato gastrointestinal em adultos. 

 

3.2 A COACERVAÇÃO COMPLEXA NA MICROENCAPSULAÇÃO DE 

PROBIÓTICOS 

 

De acordo com Bao et al. (2019) a baixa biodisponibilidade in vivo dos compostos 

bioativos é ocasionada pela baixa taxa de absorção dos mesmos, pois antes de serem 

absorvidos pelo corpo humano, necessitam passar por barreiras gastrointestinais, como o 

ambiente hostil presente neste local, bem como a camada de muco presente na superfície do 

trato gastrointestinal, além de sua instabilidade ser afetada por fatores ambientais como 

ácidos, luz, calor, oxigênio, entre outros. Diante do exposto, a microencapsulação dos 

compostos bioativos surge como uma alternativa. 

A coacervação complexa é definida como o processo de microencapsulação no qual 

interações iônicas ocorrem entre dois ou mais polímeros carregados com cargas opostas, 

sendo normalmente proteínas e polissacarídeos, levando a formação do coacervado e a 

separação de fases (TIMILSENA et al., 2019).  

Nesse sentido, a formação da coacervação complexa é influenciada por parâmetros 

importantes como a proporção de proteína para polissacarídeo, pH, força iônica (concentração 

de sal), a concentração total de polímeros e o peso molecular entre a proteína e o 

polissacarídeo. Alguns outros parâmetros como a densidade das cargas, a agitação, a pressão 

ou a temperatura também tem demonstrado influenciar na formação dos coacervados (DEVI 

et al., 2016). 

Diversos materiais de revestimento têm sido utilizados na técnica de coacervação 

complexa, no entanto, o mais estudado e compreendido é o sistema gelatina-goma 

arábica. Ademais, as proteínas utilizadas frequentemente são gelatina, albumina, 

proteína de soro de leite, betalactoglobulina, várias proteínas vegetais e proteínas do 

leite. Os polissacarídeos mais comumente utilizados são goma arábica, quitosana, 

pectinas, alginatos, goma xantana, carragenas e carboximetilcelulose (DEVI et al., 

2016). 
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Segundo Timilsena et al. (2019) a coacervação complexa é altamente promissora e 

amplamente utilizada nas indústrias farmacêutica, alimentícia, agrícola e têxtil, sendo a 

técnica tradicional mais comum para o preparo de microcápsulas (BAO et al., 2019). Assim, 

essa técnica tem sido bastante utilizada para a encapsulação de probióticas, sendo 

extensivamente explorada e considerada promissora (DA SILVA et al., 2019). Na Figura 2 

está representada a técnica de coacervação complexa para a microencapsulação de 

probióticos. Já a Tabela 2 resume estudos da coacervação complexa para a encapsulação de 

bactérias probióticas. 

 

Figura 2 – A técnica de coacervação complexa aplicada à microencapsulação de probióticos 

 

Fonte: Próprio autor 

 

A técnica de coacervação complexa apresenta inúmeras vantagens quando 

comparada a outras técnicas como versatilidade, eficiente controle no tamanho da 

partícula com o controle da agitação, possibilidade de se trabalhar com biopolímeros, 

com ausência de solventes orgânicos e condições brandas de temperatura no 

processamento (ASSIS et al., 2012; MENEZES et al., 2013; JAMEKHORSHID; 

SADRAMELI; FARID, 2014), por isso, é apropriada para a microencapsulação de 

compostos sensíveis, como os probióticos.  
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Tabela 2 – Utilização da coacervação complexa na encapsulação de bactérias probióticas 

Bactéria probiótica Efeito da encapsulação por coacervação complexa Autor 

Bifidobacterium lactis e Lactobacillus 

acidophilus 

Preservação da viabilidade durante secagem, sob condições 

gastrointestinais simuladas e aumento da viabilidade durante 

armazenamento sob refrigeração 

Oliveira et al. (2007) 

Lactobacillus rhamnosus Preservação da viabilidade durante condições gastrointestinais simuladas Gerez et al. (2012) 

Lactobacillus acidophilus 
Não conferiu proteção adicional durante condições gastrointestinais 

simuladas 
Gebara et al. (2013) 

Lactobacillus acidophilus 
Preservação da viabilidade durante armazenamento sob refrigeração, mas 

não protegeu durante condições gastrointestinais simuladas 
Shoji et al. (2013) 

Lactobacillus plantarum Aumento da viabilidade durante condições gastrointestinais simuladas 
Hernández-Rodríguez, Lobato-Calleros, Pimentel-

González, Vernon-Carter (2014) 

Lactobacillus acidophilus 
Preservação da viabilidade no armazenamento sob refrigeração durante 35 

dias 
Ribeiro et al. (2014) 

Lactobacillus casei Aumento da viabilidade na secagem por liofilização Eratte et al. (2015) 

Enterococcus faecium 
Preservação da viabilidade durante armazenamento em temperatura 

ambiente 
Witzler et al. (2017) 

Bifidobacterium. lactis 
Preservação da viabilidade durante armazenamento em temperatura de 

congelamento, refrigeração e ambiente 
Marques da Silva et al. (2018) 

Lactobacillus acidophilus 
Aumento da viabilidade durante armazenamento em temperatura de 

congelamento, refrigeração e ambiente 
Silva et al. (2019) 

Fonte: Adaptado de Eratte et al. (2018). 
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3.3 POR QUE RETICULAR MICROCÁPSULAS PRODUZIDAS POR COACERVAÇÃO 

COMPLEXA? 

 

Segundo Bao et al. (2019) os coacervados apresentam certa fragilidade sob 

determinadas condições e podem se dissociar, como na exposição à concentração de sal de 

150 mM, ocorrendo a dissociação desses coacervados pela separação de cargas dos polímeros. 

Essa instabilidade encontrada nas cargas dos polímeros pode ser melhorada pelo processo de 

reticulação. 

Assim, o processo de reticulação consiste em estabilizar as estruturas formadas pela 

coacervação complexa, alterando as propriedades de barreira das paredes das microcápsulas e, 

dessa forma, auxiliando no controle da liberação do ativo encapsulado (PRATA, 2006; 

WEISS et al., 2019). Além disso, a reticulação pode ser realizada por via química ou 

enzimática, uma alternativa mais adequada para utilização em alimentos (PRATA, 2006). No 

presente trabalho, daremos mais atenção à reticulação enzimática por ser o foco do estudo. 

A transglutaminase tem sido utilizada como um reticulador enzimático. Desde 1998, 

esta enzima foi aprovada pelo FDA como “GRAS” (GHARIBZAHEDI; CHRONAKIS, 

2018). É uma enzima capaz de promover a reticulação entre proteínas pela catálise das 

reações de acil-transferência entre grupos carboxiamida (acil doadores) de resíduos de 

glutamina e os grupos amino de lisinas (acil receptores), resultando na formação de ligações 

cruzadas de ε-(γ-glutamil)-lisina (Figura 3). As ligações de isopeptídeos resultantes 

contribuem para a formação de uma rede de proteína estável através de ligações cruzadas 

intermoleculares e intramoleculares (DJOULLAH et al., 2016). 

As reações de reticulação induzidas pela transglutaminase proporcionam alterações 

significativas nas moléculas de proteína, melhorando a textura, estabilidade, potencial de 

emulsão e capacidade de ligação com a água, sem qualquer alteração negativa na qualidade 

sensorial ou nutricional, pelo contrário, pode melhorar o valor nutritivo por aumentar a 

bioacessibilidade e biodisponibilidade de aminoácidos essenciais (GHARIBZAHEDI et al., 

2017). 
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Figura 3 – Mecanismo de reação da transglutaminase 

 

Fonte: El-Hofi et al. (2014) 

 

Na última década, a reticulação com transglutaminase tem sido amplamente utilizada. 

Yüksel-Bilsel; Şahin-Yeşilçubuk (2019) utilizaram a transglutaminase para produzir 

microcápsulas contendo lipídios estruturados por coacervação complexa e posterior adição em 

kefir. No entanto, foi observado que a reticulação não influenciou de forma significativa em 

relação às microcápsulas sem reticulação quanto à estabilidade oxidativa. Chang et al. (2016) 

utilizaram a reticulação com transglutaminase para otimizar a coacervação complexa entre 

isolado de proteína de canola (CPI) e quitosana (CS). Foi observado que o processo de 

reticulação melhorou a estabilidade térmica do complexo CPI-CS. Dong et al. (2008) 

reticularam com transglutaminase microcápsulas de óleo de hortelã-pimenta obtidas por 

coacervação complexa com o objetivo de verificar se a transglutaminase seria tão eficiente 

quanto o formaldeído ou glutaraldeído. Foi observado que a transglutaminase apresentou 

eficácia de reticulação semelhante ao formaldeído. 

Em relação à reticulação com transglutaminase associada aos probióticos, Nawong et 

al. (2016) reticularam microesferas de gelatina e maltodextrina contendo diferentes espécies 

de Lactobacillus com transglutaminase no intuito de proteger as bactérias probióticas durante 

a exposição às condições simuladas do trato gastrointestinal. Foi observado que as 

microesferas reticuladas foram eficientes na proteção das bactérias probióticas, pois melhorou 

a sua sobrevivência durante a fase gástrica. 

Diante do exposto, é notável que a reticulação com transglutaminase é promissora para 

o melhoramento das microcápsulas obtidas por coacervação complexa e, por isso, é utilizada 

como foco de estudo, em um primeiro momento, do presente trabalho. 
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3.4 SUCO DE FRUTA ADICIONADO DE PROBIÓTICOS 

 

A elaboração de bebidas à base de frutas, como o suco, está relacionada, 

principalmente, em função da facilidade de consumo e conservação, além do processamento 

das frutas permitir o consumo de frutas que não seriam consumidas in natura, por motivos de 

impossibilidade geográfica ou climática, entressafra, etc (SAAD; CRUZ; FARIA, 2011). 

Além disso, há um tempo, o suco de fruta tem ganhado o interesse dos consumidores, pois é 

consideravelmente saudável e frequentemente consumido pela população mundial, inclusive 

diariamente (ANTUNES et al., 2013). 

De acordo com a legislação, entende-se por suco de fruta a bebida não fermentada, não 

concentrada e não diluída, obtida da fruta madura e sã, ou parte do vegetal de origem, por 

processamento tecnológico adequado, submetida a tratamento que assegure sua apresentação 

e conservação até o momento do consumo (BRASIL, 2009). Além disso, o suco de fruta é 

rico em nutrientes e não contém culturas starter que competem com os probióticos por 

nutrientes, sendo considerado um alimento probiótico muito promissor (KALITA et al., 

2018). 

Nos dias atuais, os produtos probióticos disponíveis no mercado são derivados lácteos. 

Assim, há uma crescente busca por produtos probióticos não lácteos, pois estes surgem como 

uma alternativa para consumidores que não consomem esse tipo de produto, como aqueles 

que apresentam hipercolesterolemia, intolerância à lactose, alergia à proteína do leite e 

aqueles que são estritamente vegetarianos, além de razões econômicas e culturais (SAAD, 

CRUZ; FARIA, 2011; ANTUNES et al., 2013; LU; PUTRA; LIU, 2018; KALITA et al., 

2018). 

Existem diversas vantagens para o desenvolvimento de bebidas de origem vegetal 

probióticas como serem saudáveis e originalmente isentas de colesterol, alternativa de 

consumo dos probióticos para pessoas que não consomem os tradicionais probióticos lácteos 

ou possuem alergia ao leite e/ou intolerância à lactose, alta quantidade de açúcares que podem 

fornecer substrato energético para os probióticos e presença de substâncias antioxidantes, que 

levam à redução do potencial redox do alimento, sendo positivo para Lactobacillus e 

Bifidobacterium, os quais são, majoritariamente, microaerófilos e anaeróbios, 

respectivamente. Além disso, em relação ao suco de fruta, atualmente, há um consenso sobre 

o consumo de produtos vegetais para uma alimentação saudável, assim, o desenvolvimento de 

uma bebida de origem vegetal contendo probióticos viria ao encontro disso (SAAD; CRUZ; 

FARIA, 2011). 
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Nesse sentido, é válido ressaltar que, de acordo com Segun et al. (2019); Fernandes 

Pereira; Rodrigues (2018); Costa et al. (2017); Gandomi et al. (2016) o suco de laranja e o 

suco de maçã são substratos adequados para a produção de um suco de fruta probiótico.  

Entretanto, na fabricação de um alimento, é necessário considerar o efeito das 

operações de processamento no produto final. Ademais, a funcionalidade dos compostos 

bioativos pode ser afetada pela matriz alimentícia. Em relação ao suco de fruta probiótico, 

pode haver perdas na viabilidade e funcionalidade devido ao ambiente ácido, alta 

concentração de oxigênio e quantidades insuficientes de aminoácidos e peptídeos livres. 

Provavelmente, este seja o fator mais limitante para desenvolvimento de bebidas derivadas de 

frutas com características probióticas. Outros fatores limitantes podem ser a descaracterização 

demasiada da bebida pela produção de ácidos orgânicos pelos probióticos e a produção de off-

flavour, sendo essa produção mais pronunciada em produtos não lácteos (SAAD; CRUZ; 

FARIA, 2011; BETORET et al., 2017; KALITA et al., 2018). Sendo assim, há um grande 

desafio na adição de culturas probióticas em ambientes não lácteos (PRADO et al., 2008). 

Diante do exposto, a microencapsulação dos probióticos para adição em suco de frutas 

é justificada e altamente promissora. A microencapsulação oferece uma barreira física às 

condições adversas do suco e as microcápsulas podem fornecer um ambiente anaeróbio mais 

favorável para os probióticos (ANTUNES et al., 2013). Além disso, pode ter potencial para 

proteção dos probióticos frente à pasteurização geralmente utilizada no processamento de 

sucos.  

Haffner; Pasc (2018) encapsularam L. rhamnosus por atomização por electrospraying 

e adicionaram as microcápsulas ao suco de maçã. Observaram que houve perda de menos de 1 

log na contagem de células viáveis após 3 horas de exposição ao suco de maçã. Além disso, a 

partir deste estudo, estes autores observaram que o suco de fruta amplia o desafio de se 

adicionar probióticos ao suco de fruta devido a sua acidez. Contudo, afirmam que a 

microencapsulação tem potencial para aumentar a capacidade de sobrevivência das células 

durante o armazenamento em matrizes de bebidas. 

Ying et al. (2013) estão em acordo com os autores anteriormente citados, afirmando 

que é um desafio manter os probióticos viáveis em pH baixo. Todavia observaram em seu 

estudo que L. rhamnosus microencapsulado por spray drying foi capaz de sobreviver por 5 

semanas a uma taxa de 10 log UFC g-1 em suco de maçã armazenado a 25°C. Similarmente, 

Doherty et al. (2012) afirmam que a microencapsulação proporciona uma matriz capaz de 

suportar as condições drásticas encontradas durante o armazenamento do suco de fruta. Em 

seu estudo, estes autores observaram que foi possível manter as células de L. rhamnosus 
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viáveis por 28 dias em suco de cranberry a partir de microcápsulas de WPI formadas por 

extrusão e revestidas com pectina. 

Em relação à técnica de coacervação complexa para a encapsulação de compostos 

bioativos e posterior aplicação em suco de fruta, encontramos na literatura, até o presente 

momento, apenas um estudo, nesse sentido. Habibi et al. (2016) encapsularam óleo de peixe 

em gelatina/goma arábica por coacervação complexa para aplicação em suco de romã. Foi 

observado nesse estudo que as microcápsulas protegeram o óleo de peixe, houve uma alta 

eficiência de encapsulação e a aceitabilidade sensorial foi razoável. 

Dessa forma, o presente trabalho vem ao encontro da busca por inovações na área de 

tecnologia em alimentos, visto que investigações em torno de um suco de fruta com 

características probióticas a partir da adição de microcápsulas formadas pela técnica de 

coacervação complexa, ainda não foram relatadas na literatura atual, ressaltando sua 

importância. Ademais, o processo de reticulação com transglutaminase soma-se a isso, 

tornando o presente trabalho ainda mais relevante e inovador. 
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4 MANUSCRITO 1 – RETICULAÇÃO COMO ESTRATÉGIA DE 

MELHORAMENTO PARA MICROCÁPSULAS OBTIDAS POR COACERVAÇÃO 

COMPLEXA 

 

Manuscrito formatado de acordo com as normas para submissão da revista Ciência 

Rural. 
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RESUMO 1 

 2 

Esse artigo de revisão tem por objetivo demonstrar a importância do processo de reticulação e 3 

esclarecer o uso da reticulação associada à coacervação complexa nas diferentes áreas de 4 

aplicação, bem como os principais agentes de reticulação utilizados. A coacervação complexa 5 

é a técnica mais antiga de encapsulação e, atualmente, é a técnica mais utilizada para 6 

compostos sensíveis ao calor. É conhecida como um fenômeno de separação de fases entre 7 

polímeros com cargas opostas, que através de interações eletrostáticas se agregam, levando à 8 

separação de fases e a formação dos coacervados. Contudo, esses coacervados apresentam 9 

fragilidade em determinadas condições. Assim, o processo de reticulação surge como uma 10 

estratégia para melhorar a estabilidade dos coacervados e vem sendo amplamente associado à 11 

coacervação complexa. Muitos agentes de reticulação vêm sendo utilizados com essa 12 

finalidade, como os aldeídos, genipina, taninos, transglutaminase, tripolifosfato de sódio, 13 

entre outros. Assim, a reticulação melhora significativamente os coacervados, permitindo sua 14 

aplicação nas mais diversas áreas e produtos. 15 

 16 

INTRODUÇÃO 17 

 18 

A aplicação de compostos sensíveis torna-se dificultosa para a indústria devido a sua 19 

baixa solubilidade, baixa estabilidade e biodisponibilidade limitada. A fácil degradação por 20 

condições ambientais (pH, calor, luz, oxigênio, etc) do processamento e do armazenamento, 21 

são as principais causas da baixa bioacessibilidade e biodisponibilidade dos ingredientes 22 

bioativos (BAO et al., 2019; CORRÊA-FILHO, MOLDÃO-MARTINS, ALVES, 2019). 23 

Nesse sentido, é de extrema relevância desenvolver uma estratégia no intuito de 24 

superar esses obstáculos. A encapsulação é um processo que consiste no revestimento dos 25 
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compostos sensíveis por um material, formando partículas ou cápsulas (Shishir et al., 2018). 26 

Assim, são capazes de melhorar a solubilidade, a estabilidade, proteger frente à oxidação, 27 

inibir a degradação, preservar a qualidade e, para compostos bioativos alimentícios, aumentar 28 

a absorção no trato gastrointestinal (BAO et al., 2019). 29 

SING (2017) define a coacervação complexa como um fenômeno no qual ao se 30 

misturar dois polímeros com cargas opostas em uma fase aquosa, ocorrerá a separação de 31 

fases e a formação dos coacervados. Assim, é considerada uma técnica simples e uma das 32 

mais aplicadas (SHISHIR et al., 2018). 33 

Atualmente, a coacervação complexa é um dos sistemas de fornecimento de 34 

compostos sensíveis mais amplamente utilizados, no intuito de melhorar a solubilidade, 35 

estabilidade e biodisponibilidade desses compostos (BAO et al., 2019). Nesse sentido, vem 36 

sendo aplicada para ingredientes alimentícios, fármacos, agricultura, têxteis e eletrônicos 37 

(TIMILSENA et al., 2019). 38 

A coacervação complexa forma microcápsulas pela associação de moléculas através 39 

da auto-organização dessas moléculas. Essas moléculas auto-organizadas podem ser afetadas 40 

pelo pH, temperatura, concentração e força iônica, trazendo fragilidade às microcápsulas 41 

formadas. Dessa forma, a coacervação complexa requer tratamentos adicionais (SHISHIR et 42 

al., 2018). Nesse sentido, a reticulação é utilizada em associação à coacervação complexa para 43 

a estabilização das microcápsulas formadas (WEISS et al., 2019). Assim, no processo de 44 

reticulação, agentes reticuladores são utilizados com o intuito de se obter coacervados estáveis 45 

por meio do melhoramento de suas propriedades termomecânicas e de 46 

permeabilidade/liberação das paredes das microcápsulas (ALVIM & GROSSO, 2010; 47 

TIMILSENA et al., 2019). 48 

Muitas revisões já foram publicadas sobre a utilização da coacervação complexa para 49 

a proteção e fornecimento de compostos sensíveis, entretanto, a reticulação associada a essa 50 
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técnica é um assunto emergente e poucas publicações, principalmente revisões, são 51 

encontradas, o que torna o presente estudo extremamente importante. Nesse sentido, o 52 

objetivo da nossa revisão é abordar informações relevantes em torno do processo de 53 

reticulação, bem como esclarecer o uso do mesmo associado à coacervação complexa nas 54 

diferentes áreas de aplicação. Nessa revisão, aspectos relevantes a técnica, fatores envolvidos 55 

no controle do processo, agentes de reticulação e suas finalidades, bem como a aplicação dos 56 

coacervados e coacervados reticulados foram resumidos e discutidos. 57 

 58 

A COACERVAÇÃO COMPLEXA 59 

 60 

A técnica de coacervação é a técnica mais antiga de encapsulação. De acordo com 61 

EGHBAL & CHOUDHARY (2018) o processo de coacervação foi discutido pela primeira 62 

vez por Tiebackx em 1911. No entanto, Bungenberg de Jong e Kruyt foram os primeiros a 63 

investigar o processo de coacervação complexa, em 1929, utilizando gelatina e goma arábica. 64 

Porém, somente na década de 1950, ocorreu a primeira aplicação industrial pela National 65 

Cash Register Company que desenvolveu o “papel carbono sem carbono” utilizando a técnica 66 

de coacervação (CORRÊA-FILHO, MOLDÃO-MARTINS, ALVES, 2019). Em 1957, 67 

Overbeek e Voorn, desenvolveram o primeiro modelo teórico bem sucedido de coacervação 68 

complexa. Após 60 anos, essa teoria foi revisada por SING (2017) sendo a mais aceita, 69 

atualmente. 70 

O processo de coacervação complexa é definido como um fenômeno de separação de 71 

fases líquido-líquido que ocorre entre dois polímeros de cargas opostas, normalmente uma 72 

proteína carregada positivamente e um polissacarídeo carregado negativamente, sendo este 73 

sistema de biopolímeros os principais e mais utilizados nas últimas décadas (DEVI et al., 74 

2017; EGHBAL & CHOUDHARY, 2018). Esse fenômeno inicia a partir de interações 75 
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eletrostáticas que ocorrem entre as macromoléculas com cargas opostas. Os complexos 76 

formados se agregam ainda mais para diminuir a energia livre do sistema, levando a separação 77 

de fases e a formação dos coacervados (DEVI et al., 2017) (Figura 1). 78 

 79 

 80 

Figura 1 – Processo esquematizado da técnica de coacervação complexa 81 

Fonte: Adaptado de TIAN et a. (2019) 82 

 83 

Existe também a coacervação simples, que se diferencia da coacervação complexa por 84 

utilizar apenas um tipo de polímero e é realizada pela alteração de algum parâmetro como 85 

adição de micro íons, mudança de temperatura ou pH (DEVI et al., 2017; OZKAN et al., 86 

2019). Além disso, dependendo do tamanho de cápsulas formadas, elas podem ser 87 

classificadas em microcápsulas, quando seus tamanhos variam entre 1 a 1000 µm, e 88 

nanocápsulas, quando seus tamanhos apresentam menos de 0,2 µm (DEVI et al., 2017). 89 

Assim, como materiais de revestimento, as proteínas mais comumente utilizadas são 90 

gelatina, albumina, proteína de soro de leite, beta-lactoglobulina, caseína e várias proteínas 91 

vegetais. E entre os polissacarídeos mais utilizados estão goma arábica, quitosana, pectinas, 92 

alginatos, goma xantana, carrageninas e carboximetil celulose (DEVI et al., 2017; BAO et al., 93 

2019). 94 
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Segundo TIMILSENA et al. (2019) a coacervação complexa é altamente promissora e 95 

amplamente utilizada nas indústrias farmacêutica, alimentícia, agrícola e têxtil no intuito de 96 

melhorar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade das substâncias encapsuladas. BAO 97 

et al. (2019) a partir de estudos (MENDANHA et al., 2009; BOSNEA, MOSCHAKIS & 98 

BILIADERIS, 2017), afirma que a coacervação complexa possui potencial para o 99 

fornecimento de bioativos alimentícios sensíveis, como β-caroteno e probióticos, melhorando 100 

a estabilidade destas substâncias. 101 

Atualmente, é a técnica tradicional mais comum para o preparo de microcápsulas e a 102 

mais adequada para a encapsulação de compostos sensíveis ao calor (EGHBAL & 103 

CHOUDHARY, 2018; BAO et al., 2019). Além disso, é caracterizada como uma técnica 104 

vantajosa, pois não requer altas temperaturas, oferece alta capacidade de carga de núcleo, 105 

resulta em alta eficiência de encapsulação e apresenta excelentes propriedades de liberação 106 

controlada (MARQUES DA SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2019). No entanto, para se 107 

obter elevada eficiência de encapsulação, é crucial definir condições ideais no processamento 108 

da coacervação complexa (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018; SHISHIR et al., 2018). 109 

 110 

FATORES IMPORTANTES RELACIONADOS À COACERVAÇÃO COMPLEXA 111 

 112 

As interações que envolvem a coacervação complexa ocorrem devido a variações das 113 

propriedades do solvente e dos biopolímeros por meio de mudanças nas condições ambientais 114 

como pH, força iônica, temperatura e cisalhamento, causando interações eletrostáticas que 115 

induzem a formação dos coacervados  (WEISS et al., 2019). 116 

De acordo com WEISS et al. (2019) fatores como condições do solvente (pH, força 117 

iônica – concentração de sal), características dos biopolímeros (tipo, densidade de carga, 118 

proporção de mistura, concentração) e parâmetros do processamento (temperatura, estresses 119 
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mecânicos, pressão) influenciam diretamente na obtenção de complexos formados por 120 

proteínas e polissacarídeos, gerando características morfológicas diferentes. Além desses 121 

fatores, a flexibilidade e a agitação também exercem influência na formação da coacervação 122 

complexa (DEVI et al., 2017) (Figura 2). 123 

 124 

 125 

Figura 2 – Fatores que afetam a técnica de coacervação complexa 126 

Fonte: Próprio autor 127 

 128 

Por afetar diretamente a formação dos coacervados, os fatores envolvidos no processo 129 

devem ser cuidadosamente controlados. Nesse sentido, fatores como pH e proporção de 130 

biopolímeros têm maior importância, pois podem ser utilizados para o controle do processo de 131 

coacervação complexa. É possível controlar esses fatores por meio de análises de densidade 132 

de carga superficial (potencial zeta) e turbidez, para pH e proporção de biopolímeros, 133 

respectivamente. O potencial zeta está relacionado às propriedades elétricas na superfície dos 134 

biopolímeros, verificando a complexação e a estabilidade dos coacervados. Já por meio da 135 

turbidez é possível verificar a interação eletrostática de todas as cargas positivas e negativas 136 
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dos biopolímeros e, dessa forma, verificar a complexação dos mesmos (EGHBAL & 137 

CHOUDHARY, 2018). Contudo, segundo EGHBAL & CHOUDHARY (2018) ainda são 138 

necessárias maiores investigações para melhorar o entendimento dos parâmetros que afetam 139 

as propriedades reológicas dos coacervados. 140 

Além disso, como a reticulação é utilizada para o melhoramento das propriedades dos 141 

coacervados, pode ser considerada um fator importante para o controle do processo de 142 

coacervação complexa, garantindo assim, a formação e a estabilidade dos coacervados.  143 

 144 

APLICAÇÕES DA COACERVAÇÃO COMPLEXA 145 

 146 

Com relação à aplicação, os pontos mais atraentes do processo de coacervação 147 

complexa surgem da versatilidade para diferentes agentes ativos e materiais poliméricos e o 148 

ajuste de tamanho das cápsulas (micro ou nano) (DEVI et al., 2017).  149 

Assim, estudos referentes à aplicação da coacervação complexa como um sistema de 150 

encapsulação, armazenamento e liberação controlada para diversos compostos têm sido 151 

amplamente relatados (ALVIM & GROSSO, 2010; OCAK, 2012; EGHBAL & 152 

CHOUDHARY, 2018; MARQUES DA SILVA et al., 2018; ROY et al., 2018; SUMIGA et 153 

al., 2019). 154 

Atualmente, a coacervação complexa vem sendo aplicada principalmente nas áreas de 155 

alimentos, produtos farmacêuticos, cosméticos e na agricultura, entre outras aplicações (DEVI 156 

et al., 2017). De acordo com PRATA et al. (2008) esta técnica vem sendo utilizada para 157 

produtos de consumo como papel de cópia sem carbono, tiras de perfume, amostras de 158 

fragrâncias e ingredientes de sabor, além fármacos lipofílicos. A seguir está detalhada a 159 

funcionalidade da coacervação complexa em cada área a que se aplica. Além disso, a Figura 3 160 

ilustra a aplicação da coacervação complexa nas diferentes áreas.  161 
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Alimentos 162 

Na área de alimentos a coacervação complexa tem atraído grande atenção e tem sido 163 

utilizada para encapsulação, formação de filmes para embalagens e produção de emulsões e 164 

géis alimentícios e modificadores de viscosidade, além de estar despertando o interesse em 165 

aplicações para modificação de textura e cor, demonstrando atividades antimicrobianas e 166 

antioxidantes (SING, 2017; EGHBAL & CHOUDHARY, 2018). Além disso, em produtos 167 

alimentícios, podem ser projetados para suportar condições adversas durante o processamento 168 

e o armazenamento, e até mesmo a passagem pelo trato gastrointestinal humano de 169 

substâncias sensíveis (MOSCHAKIS & BILIADERIS, 2017). Assim, JAIN et al. (2006) 170 

utilizaram caseína e goma tragacanto para encapsular β-caroteno por coacervação complexa. 171 

Esses autores observaram que a encapsulação aumentou a estabilidade e demonstrou ser uma 172 

tecnologia eficiente para proteção e liberação controlada do β-caroteno. Em contrapartida, 173 

BOSNEA, MOSCHAKIS & BILIADERIS (2017) encapsularam L. paracasei subsp. 174 

paracasei em proteína de soro de leite - goma arábica por coacervação complexa e 175 

adicionaram as microcápsulas em iogurte. Foi observado pelos autores que a adição das 176 

microcápsulas não alterou a textura do iogurte as microcápsulas proporcionaram um meio 177 

eficaz para o fornecimento dos probióticos ao intestino. 178 

 179 

Produtos farmacêuticos 180 

Na área farmacêutica a coacervação complexa vem sendo utilizada para a 181 

encapsulação de medicamentos (BARACAT et al., 2012) e cosméticos (ALOYS et al., 2016). 182 

Esses estudos indicam que a coacervação complexa pode ser um potencial carreador, 183 

melhorando a estabilidade de compostos sensíveis. Dessa forma, MANCER, ALLEMANN & 184 

DAOUD (2018) utilizaram a coacervação complexa para encapsular cloridrato de metformina 185 

em isolado de proteína de soja e pectina. Foi observado pelos autores que a coacervação 186 
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complexa produziu microcápsulas com tamanho e distribuição adequados, alto rendimento e 187 

foi um método eficiente e inovador na encapsulação de cloridrato de metformina. Já XIAO et 188 

al. (2013) utilizaram a coacervação complexa para encapsular, em gelatina – goma arábica, 189 

óleo essencial de lavanda, amplamente utilizado em bálsamos, pomadas, perfumes, 190 

cosméticos, entre outros. Esses autores encontraram que a coacervação complexa foi 191 

adequada à encapsulação do óleo essencial de lavanda, apresentando rendimento de 65,8%, 192 

eficiência de encapsulação de 66,0% e tamanho médio de 101,2 µm, além de apresentarem 193 

forma esférica, lisa e sem aglomerados. 194 

 195 

Produtos agrícolas 196 

Na área agrícola a coacervação complexa tem sido utilizada a encapsulação de 197 

pesticidas (KONG et al., 2008). Nesse sentido, DAI et al. (2017) encapsularam o pesticida 198 

clorpirifós em gelatina – carboximetilcelulose de sódio por coacervação complexa. Nesse 199 

estudo, foi possível observar pelos autores que houve alta eficiência de encapsulação do 200 

pesticida, a técnica foi adequada para a liberação controlada e as microcápsulas apresentaram 201 

alta espalhabilidade quando aplicadas em folha de arroz, demonstrando a eficiência da 202 

técnica. Já GIRARDI et al. (2016) encapsularam óleo essencial de boldo, eficiente para o 203 

controle de patógenos fúngicos em sementes, em gelatina e goma arábica por coacervação 204 

complexa. Foi observado pelos autores que a técnica apresentou alta eficiência de 205 

encapsulação, manteve a capacidade antifúngica e aumentou a proteção das sementes durante 206 

armazenamento de 114 dias. 207 

208 
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Outras aplicações 209 

DEVI et al. (2017) relatam que a coacervação complexa também é aplicada nas 210 

indústrias de impressão e de adesivos. Todavia, não foram encontradas pesquisas científicas 211 

na literatura, nesse sentido. 212 

 213 

 214 

Figura 3 – Aplicações da coacervação complexa e suas finalidades em diferentes áreas 215 

Fonte: Próprio autor 216 
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MELHORAMENTO DAS MICROCÁPSULAS PRODUZIDAS POR COACERVAÇÃO 217 

COMPLEXA PELA RETICULAÇÃO 218 

 219 

A reticulação das microcápsulas produzidas por coacervação complexa está inserida, 220 

atualmente, entre as estratégias de melhoramento da estabilidade mecânica e térmica dessas 221 

microcápsulas. Além da reticulação, pode ser utilizado para melhoramento das microcápsulas 222 

o tratamento térmico brando e a dessolvatação (TIMILSENA et al., 2016). 223 

Os coacervados apresentam certa fragilidade sob determinadas condições e podem se 224 

dissociar, como em resposta ao pH ou apresentando instabilidade sob alta concentração 225 

fisiológica de sal (CHAI et al., 2018). O que ocorre nesta situação é a dissociação dos 226 

polímeros com cargas opostas. Essa instabilidade, entre outras, pode ser melhorada pelo 227 

processo de reticulação entre os polímeros de cargas opostas.  228 

Segundo COMUNIAN et al. (2016) a reticulação pode ser entendida como um 229 

processo em que um composto (aniônico ou catiônico) é adicionado às microcápsulas 230 

coacervadas com o objetivo de estabilizar essas estruturas. Também pode ser entendida como 231 

a ligação de uma cadeia de polímero do material encapsulante à outra cadeia de polímero por 232 

meio de uma ligação química, com a modificação das propriedades físico-químicas dos 233 

coacervados (ALVA et al., 2017; MOSCHAKIS & BILIADERIS, 2017). 234 

A reticulação pode ocorrer de forma química ou enzimática, podendo ser realizada por 235 

ligações cruzadas químicas, ligações covalentes como interações eletrostáticas, pontes de 236 

hidrogênio ou interações hidrofóbicas, ou ligações cruzadas físicas, ligações não covalentes 237 

como pontes dissulfeto, onde as microcápsulas são endurecidas para que o material de parede 238 

se dissolva facilmente com forças mecânicas (ERATTE et al., 2018; LIU et al., 2018). 239 

Entretanto, alguns fatores relacionados à reticulação devem ser conhecidos como a 240 

grande absorção de água polímeros, desfavorável durante o processamento de alimentos 241 
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(CHAI et al., 2018); e a competição por locais de ligação entre proteínas e polissacarídeos 242 

envolvidos no processo e se esses biopolímeros tendem a formar ligações proteína-proteína, 243 

polissacarídeo-polissacarídeo ou proteína-polissacarídeo (WEISS et al., 2019). 244 

Contudo, a reticulação é uma forma importante utilizada para a estabilização de 245 

estruturas e com o passar dos anos, as microcápsulas melhoradas pelo processo de reticulação 246 

estão se tornando populares (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018; BAO et al., 2019). Além de 247 

melhorar a estabilidade, a reticulação melhora as características de liberação controlada do 248 

agente ativo e previne a auto-oxidação (YE, GEORGES & SELOMULYA, 2018). Além 249 

disso, a reticulação influencia de forma significativa o tamanho, a morfologia, o 250 

comportamento da liberação controlada do agente ativo, entre outras propriedades das 251 

microcápsulas (DEVI et al., 2017). Por isso, de acordo com ROJAS-MORENO et al. (2018), 252 

os agentes de reticulação desempenham um papel fundamental no processo de coacervação 253 

complexa. A Tabela 1 expõe os agentes de reticulação utilizados na coacervação complexa e 254 

suas finalidades. 255 

 256 

257 
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Tabela 1 – Aplicações dos agentes de reticulação no processo de coacervação complexa  258 

Agente de reticulação Objetivo Autores 

Formaldeído e Glutaraldeído 

Produzir microcápsulas de antioxidantes butil 

hidroxianisol e butil hidroxitolueno para uso 

como conservante em amendoim 

GIRARDI et al. (2015) 

Formaldeído 
Produzir microcápsulas com óleo essencial de 

boldo para prolongar a vida de prateleira 
GIRARDI et al. (2016) 

Formaldeído 
Avaliar parâmetros de formulação e processo 

nas microcápsulas 

LAMOUDI, CHAUMEIL & 

DAOUD (2015) 

Glutaraldeído 

Liberação controlada de óleo de citronela para 

utilização como aditivo funcional em sistemas 

de embalagem secundária de papel e papelão 

para alimentos e produtos farmacêuticos 

SUMIGA et al. (2019) 

Glutaraldeído 

Produzir microcápsulas para proteção e 

liberação controlada de compostos hidrofóbicos 

em condições gastrointestinais simuladas 

HUANG et al. (2017) 

Glutaraldeído 
Produzir e caracterizar microcápsulas com óleo 

de lavanda 
OCAK (2012) 

Genipina 

Investigar os efeitos da acidez da coacervação 

na liberação controlada de albumina de soro 

bovino no intestino 

XIAO et al. (2018) 

Melhorar a liberação controlada e a termo 

estabilidade do óleo de baunilha 
YANG et al. (2014) 

Caracterização das microcápsulas: propriedades 

mecânicas, resistência, permeabilidade e 

durabilidade 

CHEN et al. (2009) 

Taninos 

Avaliação da liberação controlada do extrato de 

Perinereis aibuhitensis 
LI et al. (2019) 

Melhorar a estabilidade da fucoxantina frente ao 

trato gastrointestinal 
LI et al. (2019) 

Caracterização e melhoramento de 

microcápsulas de óleo de hortelã-pimenta 

MUHOZA, XIA & ZHANG 

(2019) 

Transglutaminase 

Melhoramento de microcápsulas obtidas por 

coacervação complexa para a proteção de 

probióticos 

DA SILVA et al. (2019) 

Proteção de bactérias probióticas em exposição 

a condições simuladas do trato gastrointestinal 
NAWONG et al. (2016) 

Avaliar a estabilidade térmica e oxidativa das 

microcápsulas 
IFEDUBA & AKOH (2015) 

Tripolifosfato de sódio 

Investigar o processo de reticulação dos 

coacervados sob influência do pH e/ou 

irradiação por micro-ondas 

ZAKARIA et al. (2019) 

Avaliar a estabilidade frente à secagem e 

rendimento 
PRATA & GROSSO (2015) 

Desenvolver e caracterizar as microcápsulas 
BUTSTRAEN & SALAÜN 

(2014) 

 259 

260 
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AGENTES DE RETICULAÇÃO 261 

 262 

Aldeídos 263 

Para o processo de reticulação de microcápsulas produzidas por coacervação complexa 264 

é muito comum a utilização de aldeídos, sendo o glutaradeído e o formaldeído os mais 265 

conhecidos e os agentes mais tradicionalmente utilizados nesse processo (COMUNIAN et al., 266 

2016; VEIGA et al., 2016). Segundo FUGUET, PLATERINK & JANSSEN (2007) a 267 

reticulação com esses aldeídos forma microcápsulas mais resistentes ao calor e à umidade. 268 

O glutaraldeído é um agente químico e amplamente utilizado como reticulador, pois 269 

possui dois sítios reativos que podem promover ligação covalente com grupos amino livre de 270 

proteínas, denominada reação básica de Schiff, criando assim, ligações intra e 271 

intermoleculares (FUGUET, PLATERINK & JANSSEN, 2007; DONG et al., 2008). Este tipo 272 

de reticulação é resistente a condições extremas de pH e temperatura, além de ser irreversível. 273 

Entretanto, sua utilização na reticulação para a aplicação em alimentos não é adequada devido 274 

à sua natureza tóxica (ALVIM & GROSSO, 2010; EGHBAL & CHOUDHARY, 2018). 275 

Contudo, ainda é o agente de reticulação mais utilizado, apesar de sua provável toxicidade 276 

(ROJAS-MORENO et al., 2018). 277 

Assim como o glutaraldeído, o formaldeído é tóxico a humanos, não sendo utilizado 278 

para alimentos, e é relatado como agente reticulante para microcápsulas obtidas por 279 

coacervação complexa. Dessa forma, são frequentemente utilizados em indústrias de 280 

fertilizantes e farmacêuticas. Todavia, de acordo com PRATA et al. (2008) a toxicidade 281 

desses aldeídos está limitando enormemente a exploração de uso para reticulação de produtos 282 

para aplicações alimentícias e farmacêuticas. 283 

Além disso, ALAVI et al. (2009) reportam algumas vantagens na morfologia das 284 

microcápsulas reticuladas com glutaraldeído como maior uniformidade, morfologia mais 285 
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arredondada, e tamanhos menores em relação ao formaldeído. KONG et al. (2008) ainda 286 

relatam maior eficiência de reticulação do glutaraldeído comparado ao formaldeído. 287 

Contudo, HAWLADER, UDDIN & KHIN (2003) utilizaram o formaldeído para 288 

reticular microcápsulas de gelatina e goma arábica contendo parafina, formadas por 289 

coacervação complexa. Neste estudo, observaram que um carboxilato, presente na gelatina, 290 

reage com a molécula de formaldeído, ativando o ataque carboxílico ao nucleofílico. Assim, 291 

as reações desses grupos, em outra molécula de gelatina, com o carboxilato ativado fazem a 292 

reticulação da gelatina, sendo essa reação catalisada por OH- (condição alcalina). Esse 293 

processo de reticulação proporcionou a formação de microcápsulas com alta eficiência de 294 

encapsulação (80,42-94,89%), com formatos arredondados, uniformes e lisas, com alta 295 

capacidade de armazenamento e liberação de energia térmica (145–240 J/g). No entanto, a 296 

quantidade de formaldeído utilizada para a reticulação é um fator limitante. Esses autores 297 

encontraram que quando foi utilizada uma quantidade maior que 8 mL de formaldeído, a 298 

eficiência de encapsulação foi reduzida. 299 

Já ZHAO et al. (2016) utilizaram o glutaraldeído para reticular microcápsulas de 300 

gelatina – polifosfato de sódio contendo metoxicinamato de octila produzidas por coacervação 301 

complexa, composto utilizado em cosméticos para proteção solar. O objetivo deste estudo foi 302 

produzir microcápsulas de metoxicinamato de octila para melhorar sua aplicação. Assim, a 303 

partir dos resultados obtidos, os autores concluíram que com o aumento na quantidade de 304 

glutaraldeído a eficiência de encapsulação de 80% também aumentou para 94,9%, que o 305 

processo de microencapsulação pode reduzir a absorção percutânea de metoxicinamato de 306 

octila e seu produto de fotodegradação, melhorando a fotoproteção e que as microcápsulas 307 

têm potencial para a administração de medicamentos para a pele. Além disso, não foram 308 

relatadas fragilidades em relação à microencapsulação do composto e posterior reticulação 309 

das microcápsulas com glutaraldeído. 310 

311 
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Genipina 312 

A genipina é um composto químico e agente reticulador natural solúvel em água, 313 

produto da hidrólise da β-glicosidase do geniposídeo, um componente isolado dos frutos da 314 

gardênia (MUZZARELLI, 2009; PENG et al., 2014). É um agente de reticulação rico em 315 

grupos funcionais ativos, como –OH e COO- e, por isso, pode reticular espontaneamente o 316 

amino ativo da proteína (YANG et al., 2014). Pode ser utilizada para substituir agentes de 317 

reticulação tóxicos como os aldeídos e também à transglutaminase e ao ácido tânico, devido 318 

ao alto custo e sabor desagradável, respectivamente, limitantes da sua aplicabilidade (PENG 319 

et al., 2014). Além disso, frente ao glutaraldeío exibe vantagens como estabilidade e 320 

biocompatibilidade dos produtos reticulados, características que facilitam a avaliação e a 321 

manipulação da qualidade (MUZZARELLI, 2009). 322 

Diante do exposto, HUANG et al. (2016) utilizaram a genipina para reticular 323 

microcápsulas de O-carboximetilquitosana - goma arábica obtidas por coacervação complexa 324 

com o intuito de avaliar os efeitos da acidez do processo de encapsulação na ação da 325 

reticulação e liberação controlada no intestino. Esses autores verificaram que a reticulação 326 

com genipina foi capaz de melhorar a estabilidade dos coacervados frente às condições 327 

gastrointestinais simuladas quando maior quantidade de genipina foi utilizada (0,3 mg/mL), 328 

possibilitando o fornecimento de compostos hidrofóbicos ao intestino e que quanto menor a 329 

acidez da coacervação complexa, menor a velocidade e o grau de reticulação, porém maior a 330 

elasticidade e a estabilidade térmica. Como fragilidades atreladas ao processo, foram 331 

reportados a liberação do agente ativo no fluido gástrico com 0,1 ou 0,2 mg/mL de genipina e 332 

a liberação controlada afetada pelo pH da coacervação complexa. Quanto menor o valor de 333 

pH, maior a liberação. Assim, a coacervação complexa realizada em pH 3,0 não se mostrou 334 

adequada em relação ao controle da liberação. 335 

 336 
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Taninos 337 

Os polifenóis podem ser utilizados como agentes de reticulação pela sua capacidade de 338 

ligação a proteínas, como a gelatina, por meio de ligações de hidrogênio e interações 339 

hidrofóbicas (PAKZAD, ALEMZADEH & KAZEMI, 2013). Entre os polifenóis, os taninos 340 

(polifenóis vegetais) são relatados como agentes reticuladores, sendo o ácido tânico o mais 341 

frequente. 342 

Nesse sentido, um ponto importante a ser consideração em relação à reticulação com 343 

ácido tânico é o tipo de proteína a ser reticulada. Em proteínas conformacionalmente abertas, 344 

como a gelatina, o ácido tânico interage através da formação de ligações de hidrogênio, já 345 

com proteínas globulares do soro de leite, não forma a mesma interação, o que causa uma 346 

reticulação inadequada; o mesmo ocorre com a reticulação utilizando ácido tânico oxidado 347 

(ZHANG et al., 2011; ROJAS-MORENO et al., 2018). Segundo ROJAS-MORENO et al. 348 

(2018) o tipo de polissacarídeo também vai influenciar a interação com o ácido tânico. Além 349 

disso, uma limitação encontrada para sua aplicação na indústria de alimentos é o sabor 350 

estranho (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018). 351 

Todavia, ALEXANDRE et al. (2019) reticularam microcápsulas de gelatina – goma de 352 

caju contendo óleo de pequi com ácido tânico, com o objetivo de produzir e caracterizar as 353 

micropartículas. Assim, os autores observaram que o aumento no percentual de ácido tânico 354 

(6,9%) na reticulação resultou em maior rendimento (7,77 a 39,77%) e eficiência de 355 

encapsulação (2,60 a 70,98%). Além disso, a reticulação proporcionou um aumento na 356 

temperatura de degradação do material; e consequentemente, melhorou a estabilidade térmica 357 

das micropartículas (312 a 316°C). Assim, o processo de reticulação foi considerado 358 

vantajoso na produção dessas micropartículas. Contudo, foi observada a baixa solubilidade 359 

das partículas em água (1,08 a 4,82%) e que a reticulação interferiu na morfologia das 360 

partículas, tornando-as menos homogêneas. 361 
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Transglutaminase 362 

A transglutaminase é uma transferase que catalisa a formação de uma ligação 363 

covalente entre grupos gama-carboxilamida de resíduos de peptídeo ou glutamina ligada a 364 

proteínas e grupos amino primários e, com isso, realiza reticulações intra e intermoleculares 365 

(VEIGA et al., 2016).  366 

Avanços recentes utilizando a transglutaminase como um reticulador eficaz de 367 

proteínas fornecem que esta enzima é capaz de prover soluções viáveis para encapsular 368 

compostos bioativos sem comprometer suas características biológicas e físico-químicas, bem 369 

como sua liberação controlada. Além disso, vem sendo muito utilizada como substituinte a 370 

agentes de reticulação tóxicos, como o glutaraldeído e o formaldeído (GHARIBZAHEDI et 371 

al., 2018). 372 

A taxa de liberação controlada de microcápsulas reticuladas pela transglutaminase 373 

pode ser influenciada pela alteração da concentração da enzima e por fatores que afetam o 374 

processo de reticulação, como pH, tempo e grau de reticulação (EGHBAL & CHOUDHARY, 375 

2018). Com relação ao grau de reticulação, existem opiniões divididas entre os pesquisadores, 376 

alguns afirmam que a reticulação é eficiente, pois reduz a taxa de liberação do material ativo, 377 

contudo, outros relatam que a taxa de liberação é semelhante à microcápsulas sem reticulação 378 

(DONG et al., 2008; PRATA et al., 2008; ALVIM & GROSSO, 2010; DONG et al., 2011; 379 

ZHANG et al., 2012; ROJAS-MORENO et al., 2018). 380 

Entretanto, uma limitação para a sua utilização pela indústria de alimentos, é seu alto 381 

custo (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018). Além disso, após a coacervação complexa, a 382 

reticulação enzimática pode ser dificultada, pois o acesso da enzima aos locais ativos no 383 

substrato polimérico pode ser inibida, por exemplo, pela enzima não conseguir alcançar o 384 

substrato polimérico em sistemas multicamadas ou por não haver sítios de reticulação 385 

disponíveis devido à interações com outros polímeros (WEISS et al., 2019). Apesar dessas 386 
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limitações, tem se mostrado adequada à coacervação complexa, resultando em maior 387 

resistência mecânica das microcápsulas (GHARIBZAHEDI et al., 2018). 388 

Em um estudo recente, DA SILVA et al. (2019) utilizaram a transglutaminase para 389 

reticular microcápsulas de gelatina – goma arábica contendo L. acidophilus obtidas por 390 

coacervação complexa. Foi observado pelos autores nesse estudo que a transglutaminase se 391 

mostrou adequada à coacervação complexa, protegendo os probióticos frente a condições 392 

adversas como no tratamento térmico a 63°C por 30 minutos e a 72°C por 15 segundos; no 393 

trato gastrointestinal simulado, liberando os probióticos das microcápsulas somente na porção 394 

intestinal com a viabilidade de 9,07 log UFC g-1; e durante armazenamento em condições de 395 

congelamento e refrigeração por 60 dias. No entanto, como um fator limitante, foi observado 396 

que a reticulação com transglutaminase não foi adequada ao armazenamento das 397 

microcápsulas em condições de temperatura ambiente, mantendo os probióticos viáveis por 398 

30 dias. 399 

 400 

Tripolifosfato de sódio 401 

O tripolifosfato de sódio é um ânion polivalente não-tóxico, é capaz de formar 402 

ligações iônicas intermoleculares ou redes reticuladas pela sua interação com grupos amino 403 

carregados positivamente (-NH3+) por forças eletrostáticas (BUSTATRAEN & SALAÜN, 404 

2014). É frequentemente relatada na literatura a utilização de tripolifosfato de sódio como 405 

reticulador em coacervados formados com quitosana como polissacarídeo (ROJAS-406 

MORENO et al., 2018). 407 

Todavia, ROJAS-MORENO et al. (2018) utilizaram o tripolifosfato de sódio para 408 

reticular coacervados de óleo essencial de laranja formados com isolado de proteína do soro 409 

de leite/carboximetilcelulose, isolado de proteína do soro de leite/alginato de sódio e isolado 410 

de proteína do soro de leite/quitosana, e observaram que a utilização do tripolifosfato de sódio 411 
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não foi tão vantajosa quando associada a secagem por liofilização, pois reduziu as eficiências 412 

de encapsulação (30%) devido ao fenômeno de mascaramento de cargas elétricas pela 413 

presença dos íons sódio, causando a interrupção da interação entre proteínas e polissacarídeos. 414 

A partir da redução da eficiência de encapsulação constataram que a interação eletrostática 415 

entre esse agente de reticulação e a proteína do soro de leite não é suficientemente forte para 416 

preservar o óleo essencial encapsulado. Outro ponto importante a se observar na reticulação 417 

com tripolifosfato de sódio é a concentração deste agente de reticulação, pois no mesmo 418 

estudo de ROJAS-MORENO et al. (2018) não houve a separação de fases dos coacervados 419 

devido a perda da interação entre os polímeros. Contudo, como vantagens da reticulação com 420 

tripolifosfato de sódio, quando as microcápsulas foram secas por spray drying foi observado 421 

que a eficiência de encapsulação aumentou até 38% com a reticulação e que houve a redução 422 

no tamanho das microcápsulas, apresentando entre 10 e 17µm. 423 

 424 

Outros agentes de reticulação 425 

Como mais uma alternativa de reticulação, porém raramente utilizada, para 426 

microcápsulas obtidas por coacervação complexa, consta na literatura a reticulação por 427 

cloreto férrico. SZE HUEI et al. (2016) utilizaram uma solução hidro alcoólica de cloreto 428 

férrico para reticular microcápsulas de ibuprofeno produzidas por coacervação complexa. No 429 

entanto, o cloreto férrico não resultou em resultados significativos, levando os autores a 430 

concluírem que mais estudos são necessários para confirmar a estabilidade do ibuprofeno na 431 

presença de ferro que pode iniciar o processo de oxidação. 432 

Outro agente de reticulação pouco relatado, mas utilizado para o processo de 433 

coacervação complexa é ácido sinápico, conhecido como um antioxidante capaz de realizar 434 

uma reticulação eficaz e melhorar a estabilidade de microcápsulas produzidas por 435 

coacervação complexa (COMUNIAN et al., 2017; COMUNIAN et al., 2018). Além disso, de 436 
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acordo com COMUNIAN et al. (2018) o ácido sinápico pode ser considerado uma alternativa 437 

adequada a agentes de reticulação tradicionais como a transglutaminase, que apresenta alto 438 

custo e o glutaraldeído, que é tóxico. Nesse sentido, COMUNIAN et al. (2016) utilizaram o 439 

ácido sinápico para reticular microcápsulas de gelatina – goma de caju contendo óleo de 440 

echium obtidas por coacervação complexa e comparar as microcápsulas obtidas à 441 

microcápsulas de gelatina – goma arábica reticuladas com transglutaminase. As 442 

microcápsulas obtidas foram submetidas a diferentes condições de estresse como 443 

temperaturas (2 a 80°C), valores de pH (2 a 8), soluções de NaCl ( 1 a 5%) (p/p) e soluções de 444 

sacarose (1 a 20%) (p/p). Foi observado que o processo demonstrou ser vantajoso em valores 445 

de pH de 3 a 7, sob exposição a soluções de sacarose e alta temperatura (80°C) com as 446 

microcápsulas permanecendo intactas. Entretanto, houve rompimento das microcápsulas em 447 

soluções com concentração de sal de 3 e 5%, demonstrando a limitação do processo. 448 

Ademais, foi ressaltado pelos autores que os tratamentos com goma de caju e ácido sinápico 449 

obtiveram resultados semelhantes aos tratamentos com goma arábica e transglutaminase nas 450 

condições analisadas, podendo ser utilizados como uma alternativa para fornecimento e 451 

aplicação de compostos em produtos alimentícios. 452 

 453 

CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS 454 

 455 

A coacervação complexa exibe inúmeras vantagens frente a outras técnicas de 456 

microencapsulação. Além disso, apesar de ser amplamente utilizada, o melhoramento das 457 

microcápsulas obtidas pela coacervação complexa se faz necessário. Nesse sentido, a 458 

reticulação é um processo relevante, por melhorar significativamente a estabilidade das 459 

microcápsulas e facilitar sua aplicação. Assim, a reticulação é vantajosa em associação à 460 

coacervação complexa e vem sendo realizada por uma ampla gama de agentes reticuladores, 461 
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com destaque para os agentes atóxicos, possibilitando que as microcápsulas reticuladas sejam 462 

aplicadas nas mais diversas áreas e produtos. 463 

No entanto, mais estudos em torno do processo de reticulação, dos agentes utilizados 464 

no processo e da aplicação das microcápsulas reticuladas são necessários para que as 465 

informações nesse sentido sejam mais difundidas e ampliadas, para que possam ser utilizadas 466 

por cientistas, tecnólogos e engenheiros de alimentos para o melhoramento desse processo. 467 

 468 
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Resumo 1 

 2 

O objetivo desse estudo foi produzir microcápsulas contendo Lactobacillus acidophilus LA-3 

02 por coacervação complexa seguida de reticulação com transglutaminase e avaliar o efeito 4 

da adição em diferentes sucos de fruta, além da viabilidade probiótica e dos sucos de fruta 5 

durante armazenamento. Para isso, os L. acidophilus foram microencapsulados por 6 

coacervação complexa, seguida de reticulação com transglutaminase em diferentes 7 

concentrações. Os probióticos, nas formas livre e microencapsulada, foram adicionados ao 8 

suco de laranja e ao suco de maçã em concentrações de 10 e 30%. As microcápsulas obtidas 9 

foram caracterizadas quanto à morfologia. A viabilidade dos probióticos, os efeitos de sua 10 

adição nos sucos de fruta e a caracterização desses sucos (pH e sólidos solúveis totais) foram 11 

realizadas durante 63 dias de armazenamento a 4°C. O suco de laranja se mostrou mais 12 

adequado à adição dos probióticos, sendo que a sobrevivência dos probióticos está 13 

diretamente relacionada ao pH. As microcápsulas exerceram efeito protetor aos L. 14 

acidophilus, prolongando sua sobrevivência e o processo de reticulação se mostrou adequado 15 

e promissor, assegurando a viabilidade probiótica. Assim, o processo de coacervação 16 

complexa associado à reticulação enzimática induzida propiciou a proteção dos L. acidophilus 17 

nos diferentes sucos de fruta, se mostrando uma metodologia adequada para a adição dos 18 

probióticos nessa matriz alimentícia adversa, garantido a sobrevivência dos L. acidophilus por 19 

até 63 dias e gerando produtos com apelo probiótico inovadores e promissores. 20 

Palavras-chave: probióticos, microencapsulação, transglutaminase, suco de laranja, suco de 21 

maçã, armazenamento. 22 

23 



102 

1 Introdução 24 

 25 

Os alimentos funcionais têm despertado cada vez mais o interesse dos consumidores 26 

devido à busca por uma alimentação mais saudável. É comprovado por evidências científicas 27 

que os probióticos proporcionam inúmeros benefícios à saúde do hospedeiro, podendo 28 

protegê-lo frente a uma ampla gama de doenças, desde infecções a doenças psicológicas e até 29 

degenerativas, justificando o interesse crescente por esses alimentos, principalmente nas 30 

últimas décadas (Horáčková et al., 2018; Ester et al., 2019). 31 

Os probióticos, geralmente, estão disponíveis em lácteos, pois este tipo de alimento 32 

possui excelentes condições para a manutenção da sua viabilidade, principalmente por possuir 33 

quantidades elevadas de proteínas e considerável quantidade de lipídios. Entretanto, esse pode 34 

ser considerado um fator limitante para o consumo dos probióticos se considerarmos a 35 

intolerância à lactose, alergias à proteína do leite, prevalência de colesterol elevado e o 36 

vegetarianismo (Lebaka et al., 2018). Nesse sentido, maior atenção é dada aos sucos de fruta 37 

devido ao seu alto conteúdo de compostos bioativos, sendo assim, considerados saudáveis e 38 

seu consumo por todas as faixas etárias (Horáčková et al., 2018). Dessa forma, o 39 

desenvolvimento de um suco probiótico é de extrema relevância. 40 

No entanto, a adição de probióticos a sucos de frutas se torna difícil devido ao baixo 41 

pH dos sucos de frutas, além de apresentarem quantidades insuficientes de alguns peptídeos e 42 

aminoácidos livres necessários aos probióticos, nem sempre sendo adequados à aplicação dos 43 

probióticos (Antunes et al., 2013; Nualkaekul et al. 2013). Assim, a microencapsulação dos 44 

probióticos pode ser uma estratégia promissora por protegê-los de condições adversas 45 

encontradas nas matrizes alimentícias, como os sucos de fruta. 46 

Para a microencapsulação de probióticos, a coacervação complexa demonstra ser uma 47 

técnica extremamente relevante por demonstrar alta eficiência de encapsulação e a proteção 48 
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dos mesmos (Marques da Silva et al., 2018). Essa técnica consiste em interações iônicas entre 49 

dois ou mais polímeros de cargas opostas, geralmente proteínas e polissacarídeos, que levam à 50 

formação de coacervados e a separação de fases (Timilsena et al., 2019). 51 

No entanto, alguns parâmetros podem afetar a estrutura das microcápsulas formadas 52 

pela coacervação complexa e estas podem apresentar fragilidade sob certas condições 53 

(Comunian et al,. 2016; Da Silva et al, 2019). Por esta razão, a reticulação associada à 54 

coacervação vem sendo aplicada. Entre os processos de reticulação, a reticulação enzimática 55 

vem sendo utilizada e, entre reticulantes enzimáticos amplamente utilizados, está a 56 

transglutaminase. Esta enzima atua formando ligações cruzadas intra e intermoleculares entre 57 

dois aminoácidos residuais presentes na estrutura da proteína, conferindo propriedades 58 

reológicas e físicas melhoradas, trazendo mudanças significativas para a molécula de proteína, 59 

sem afetar negativamente a qualidade sensorial e nutricional do produto (Da Silva et al., 60 

2019). 61 

Existem recentes pesquisas envolvendo probióticos e transglutaminase. Mituniewicz-62 

Małek, Ziarno & Dmytrów (2014) estudaram o efeito da transglutaminase na viabilidade de 63 

Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12 no leite de cabra 64 

fermentado sob armazenamento a 5°C. Não foi observada influência positiva da 65 

transglutaminase na viabilidade dos probióticos nas amostras de leite de cabra fermentado. 66 

Contudo, os probióticos permaneceram acima de 6 log UFC g-1 após 8 semanas de 67 

armazenamento a 5°C. Atualmente, há também investigações envolvendo a coacervação 68 

complexa, nesse sentido. Da Silva et al. (2019) estudaram o efeito da reticulação com 69 

transglutaminase na resistência de microcápsulas contendo Lactobacillus acidophilus 70 

produzidas por coacervação complexa e na viabilidade probiótica, e avaliaram estas 71 

microcápsulas frente a resistência térmica, condições gastrointestinais simuladas e 72 

armazenamento sob diferentes temperaturas. Foi observado que a reticulação com 73 
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transglutaminase provou ser um meio efetivo no aumento da viabilidade probiótica por 74 

melhorar a resistência das microcápsulas, demonstrando ser eficiente frente às condições 75 

adversas avaliadas. 76 

Porém, existem poucos estudos sobre a aplicação de compostos encapsulados em 77 

alimentos e a liberação de coacervados na matriz alimentar. Portanto, é necessária uma maior 78 

investigação sobre o processo e a aplicação da coacervação complexa na indústria de 79 

alimentos (Eghbal & Choudhary, 2018). Além disso, não foram encontradas investigações 80 

envolvendo o estudo da reticulação de microcápsulas probióticas produzidas por coacervação 81 

complexa e sua aplicação em sucos de fruta, destacando a relevância do nosso estudo. 82 

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho consistiu em produzir microcápsulas 83 

contendo Lactobacillus acidophilus LA-02 por coacervação complexa seguida de reticulação 84 

com transglutaminase e avaliar o efeito da adição em diferentes sucos de fruta, bem como 85 

avaliar viabilidade probiótica e dos sucos de fruta sob armazenamento em refrigeração. 86 

   87 

2 Material e Métodos 88 

 89 

2.1 Cultura probiótica e preparo do inóculo 90 

A cultura comercial probiótica liofilizada L. acidophilus LA-02 (Probiotical, Itália) foi 91 

gentilmente doada pela Coana Importação e Exportação Ltda. L. acidophilus LA-02 (1g) foi 92 

ativado por meio de incubação em caldo MRS (Merck, Alemanha) por 17 horas a 37°C. A 93 

cultura resultante foi centrifugada a 2470 x g por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi então 94 

descartado e a cultura probiótica foi lavada duas vezes com solução salina 0,85%. Após a 95 

lavagem, a cultura probiótica foi suspensa nessa solução para obter aproximadamente 10 log 96 

UFC mL-1. 97 

 98 
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2.2 Processo de encapsulação e reticulação 99 

A microencapsulação e a reticulação foram realizadas de acordo com a metodologia de 100 

Da Silva et al. (2019). A suspensão probiótica foi adicionada a solução de gelatina 2,5% 101 

(Gelita, Alemanha), sob agitação e aquecimento (48±2°C). Em seguida, a solução de goma 102 

arábica 2,5% (CNI, Brasil) foi adicionada juntamente com a água destilada, mantendo a 103 

agitação e o aquecimento, e o pH foi ajustado para 4,0. Após o ajuste de pH, a agitação foi 104 

mantida e foi realizado o resfriamento natural até 30°C sendo, em seguida, adicionado um 105 

banho de gelo para o abaixamento rápido da temperatura até 10°C. Para a realização do 106 

processo de reticulação, a enzima transglutaminase (100 U/g de atividade, Ajinomoto, Brasil) 107 

foi adicionada às microcápsulas produzidas nas concentrações de 2,5 e 5,0 U/g de proteína, 108 

separadamente, correspondendo aos Tratamentos 1 e 2, respectivamente. As reações foram 109 

realizadas a 25°C por 15 horas, sob agitação constante. 110 

 111 

2.3 Incorporação dos probióticos nos sucos de fruta 112 

Os sucos de fruta de laranja e maçã (Natural One, Brasil) comercialmente disponíveis 113 

foram obtidos no mercado local de Santa Maria, RS, Brasil e foram avaliados como veículo 114 

para fornecimento dos probióticos. Para cada suco (laranja e maçã), 10 mL foram transferidos 115 

para tubos com tampa, estéreis, juntamente com a adição dos probióticos: 1g em 10 mL de 116 

suco de fruta, que corresponde a concentração de 10% de probióticos e, 3g em 10 mL de suco 117 

de fruta, que corresponde a concentração de 30% de probióticos, seguido de armazenamento a 118 

4°C; amostras controle foram compostas por somente 10 mL de suco. Na Tabela 1, estão 119 

expressas todas as combinações estudadas.  120 

  121 
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Tabela 1 – Adição dos probióticos aos sucos de fruta (laranja e maçã) 122 

 Suco com 10% de probiótico Suco com 30% de probiótico 

Tratamento Probiótico (g) Suco (mL) Probiótico (g) Suco (mL) 

Controle 0 10 0 10 

Célula livre 1 10 3 10 

Microcápsulas sem reticulação* 1 10 3 10 

Tratamento 1( 2,5 U/g)* 1 10 3 10 

Tratamento 2 (5,0 U/g)* 1 10 3 10 

*Para todas as formulações foram utilizadas microcápsulas na forma úmida. 123 

 124 

2.4 Viabilidade probiótica durante armazenamento por 63 dias a 4°C 125 

Os probióticos, tanto na forma livre como nos diferentes tratamentos com 126 

microcápsulas, foram armazenados nos sucos de fruta a 4°C por 63 dias. A análise da 127 

viabilidade probiótica foi realizada em 0, 35 e 63 dias de armazenamento. 128 

Para a determinação da viabilidade das células livres nos sucos de fruta, os sucos de 129 

fruta foram levemente agitados, retirou-se 1 mL e realizou-se as diluições. Para a 130 

determinação da viabilidade a partir das microcápsulas, os sucos de fruta foram previamente 131 

centrifugados em centrífuga refrigerada (Hitachi, Japão) a 1.088 x g, 4°C por 7 minutos, para 132 

a separação das microcápsulas dos sucos; após a centrifugação, foi pesado 1 g de 133 

microcápsula e adicionado 9 mL de solução tampão de fosfato de sódio (pH 7,5), seguido de 134 

rompimento em agitador com aquecimento, a 37°C por 10 minutos. Após esse processo, 135 

retirou-se 1 mL e realizou-se a análise de determinação de viabilidade. A determinação da 136 

viabilidade probiótica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Sheu, Marshall 137 

& Heymann (1993). A partir das diluições iniciais, diluições decimais seriadas foram 138 

realizadas e as diluições apropriadas foram transferidas em triplicata para placas de Petri 139 

estéreis, seguidas pela adição de ágar MRS (Kasvi, Brasil). As placas foram incubadas a 37°C 140 
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por 72 horas em jarras de anaerobiose contendo geradores de anaerobiose (Anaerobac, 141 

Probac, Brasil). Os resultados foram expressos em log UFC mL-1. 142 

 143 

2.5 Análise morfológica das microcápsulas 144 

Para monitorar as mudanças morfológicas nas microcápsulas durante o 145 

armazenamento por 63 dias a 4°C nos sucos de fruta, juntamente com as análises de 146 

viabilidade probiótica foi realizada a microscopia óptica utilizando microscópio óptico (Scope 147 

A.1, Zeiss, Alemanha) acoplado com câmera digital AxioCam MRc. 148 

 149 

2.6 Monitoramento de pH e sólidos solúveis totais dos sucos de fruta 150 

Para avaliar se os sucos de fruta sofreram alguma modificação durante o 151 

armazenamento com a adição dos probióticos foi realizada a medição de pH por pHmetro 152 

(Digimed, Brasil) e sólidos solúveis totais (SST) por refratômetro de bancada (Nova, Brasil), 153 

em 0, 35 e 63 dias de armazenamento. 154 

 155 

2.5 Análises estatísticas 156 

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as diferenças entre 157 

as médias das triplicatas foram verificadas pelo teste de Tukey (p<0.05) utilizando o software 158 

Statistica 7.0® (Tulsa, OK, EUA). A análise multivariada de cluster foi utilizada para 159 

determinar a similaridade entre os sucos de fruta. Foram utilizadas na análise a ligação única 160 

como regra de amálgama e as distâncias euclidianas como medida de similaridade. 161 

 162 

 163 

 164 

 165 
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3 Resultados e Discussão 166 

 167 

3.1 Viabilidade dos probióticos adicionados aos sucos de fruta durante armazenamento a 4°C 168 

por 63 dias 169 

Os resultados obtidos para a viabilidade dos L. acidophilus durante armazenamento a 170 

4°C por 63 dias estão expostos na Tabela 2.  171 

A partir dos resultados expressos na Tabela 2, destacam-se as maiores viabilidades dos 172 

probióticos no decorrer do período de armazenamento presentes nos sucos de laranja (8,12 log 173 

UFC mL-1). De acordo com Champagne & Gardner (2008) acredita-se que a sobrevivência de 174 

cepas probióticas em suco de frutas está relacionada ao pH, sendo valores próximos a 4,0 175 

mais adequados. Por isso, o suco de laranja (pH 3,99) mostrou ser mais adequado aos 176 

probióticos em relação ao suco de maçã (pH 3,65). Além disso, Horáčková et al. (2018) 177 

afirmam que a seleção do tipo de suco é um fator determinante para a estabilidade dos 178 

probióticos adicionados. Em seu estudo, observaram que o suco de abacaxi (pH 3,8) se 179 

mostrou mais adequado que o suco de morango (pH 3,2) para a sobrevivência de 180 

Bifidobacterium lactis por 28 dias de armazenamento refrigerado. 181 

Também se pode considerar que além da viabilidade probiótica estar diretamente 182 

relacionada às características da matriz alimentícia, está também relacionada à cepa 183 

probiótica.  Ding & Shah (2008) analisaram a viabilidade de L. acidophilus em suco de 184 

laranja a 4°C, observando a sobrevivência dos probióticos por aproximadamente 14 dias; 185 

Nualkaekul et al. (2012) analisaram a viabilidade de L. plantarum em suco de romã a 4°C, 186 

obtendo 21 dias de sobrevivência; e Sohail et al. (2012) analisaram a viabilidade de L. 187 

acidophilus em suco de laranja a 4°C, observando a sobrevivência dos probióticos também 188 

por 21 dias. 189 

 190 
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Tabela 2 – Viabilidade probiótica (log UFC mL-1) durante 63 dias de armazenamento a 4°C nos diferentes sucos de fruta. 191 

SUCO DE LARANJA 

Tempo (d) CL(L10) C(L10) T1(L10) T2(L10) CL(L30) C(L30) T1(L30) T2(L30) 

0 9,60±0,01aB 8,91±0,11Ac 8,70±0,23aCD 8,00±0,09aE 9,88±0,05aA 8,49±0,05aD 7,92±0,02aE 8,64±0,01aCD 

35 7,95±0,44bA 8,35±0,04Ba 8,31±0,02aA 6,56±0,01bBC 6,95±0,11bB 7,96±0,02bA 6,36±0,04bC 8,05±0,05bA 

63 3,94±0,14cE 5,93±0,23Cc 7,20±0,17bB 6,23±0,05cC 5,41±0,04cD 7,41±0,06cB 2,66±0,10cF 8,12±0,02bA 

SUCO DE MAÇÃ 

Tempo (d) CL(M10) C(M10) T1(M10) T2(M10) CL(M30) C(M30) T1(M30) T2(M30) 

0 7,01±0,09aE 9,05±0,08Aa 7,11±0,25aE 8,44±0,02aB 8,34±0,03aBC 8,10±0,09aC 7,69±0,04aD 7,50±0,02aD 

35 5,95±0,02bD 8,27±0,34bA 5,27±0,08bE 5,31±0,27bE 6,57±0,11bC 5,00±0,15bF 7,68±0,10aB 6,63±0,02bC 

63 3,92±0,03cC 6,10±0,13Ca 2,40±0,17cE 3,32±0,11cD 4,01±0,19cC 5,00±0,22bB 5,09±0,19bB 3,36±0,04cD 

Médias seguidas pela mesma letra, maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância 192 
CL(L10) – Célula livre na concentração de 10%, CL(L30) – Célula livre na concentração de 30%, C(L10) - Microcápsulas sem reticulação na concentração de 10%, C(L30) – 193 
Microcápsulas sem reticulação na concentração de 30%, T1(L10) – Tratamento 1 na concentração de 10%, T1(L30) – Tratamento 1 na concentração de 30%, T2(L10) – 194 
Tratamento 2 na concentração de 10%, T2(L30) – Tratamento 2 na concentração de 30%, CL(M10) – Célula livre na concentração de 10%, CL(M30) – Célula livre na 195 
concentração de 30%, C(M10) - Microcápsulas sem reticulação na concentração de 10%, C(M30) – Microcápsulas sem reticulação na concentração de 30%, T1(M10) – 196 
Tratamento 1 na concentração de 10%, T1(M30) – Tratamento 1 na concentração de 30%, T2(M10) – Tratamento 2 na concentração de 10%, T2(M30) – Tratamento 2 na 197 
concentração de 30%. 198 

 199 
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Com relação às formas livre e microencapsulada, foi observado que os L. acidophillus, 200 

em sua maioria, apresentaram maior viabilidade quando adicionados aos sucos de fruta na 201 

forma microencapsulada, com diferenças significativas (p<0,05), demonstrando que o 202 

acondicionamento dos L. acidophilus em uma microcápsula formada por coacervação 203 

complexa com gelatina – goma arábica como revestimentos, é protetor o suficiente para 204 

prolongar sua sobrevivência. Esse resultado era esperado, visto que as microcápsulas são 205 

utilizadas para melhorar a sobrevivência dos probióticos nos produtos alimentícios 206 

(Nualkaekul et al., 2012; Horáčková et al., 2018), atuando como uma barreira de proteção 207 

contra as condições adversas dos sucos de fruta, como pH, ácidos e oxigênio. Da mesma 208 

forma, Calabuig-Jiménez et al. (2019) observaram que microcápsulas formadas com alginato 209 

foram capazes de proteger L. salivarius, aumentando sua sobrevivência em suco de tangerina. 210 

Rodrigues et al. (2012) encapsularam L. paracasei em alginato pela técnica de extrusão e 211 

adicionaram as microcápsulas a sucos de fruta de laranja e pêssego, analisando a proteção 212 

fornecida pelas microcápsulas e a viabilidade dos probióticos por 50 dias. Foi observado que 213 

as microcápsulas protegeram os probióticos durante os 50 dias, proporcionando uma alta 214 

viabilidade em ambos os sucos de fruta (9-10,5 log UFC mL-1). 215 

Além disso, os resultados encontrados para as microcápsulas reticuladas, inicialmente, 216 

foram similares aos encontrados para as microcápsulas sem reticulação, não apresentando 217 

diferenças significativas (p>0,05). Entretanto, ao longo do período de armazenamento, a 218 

reticulação provou ser essencial para prolongar a viabilidade dos probióticos, em relação aos 219 

outros tratamentos. Este é um ponto extremamente positivo e relevante, pois até o momento, a 220 

proteção de bactérias probióticas em microcápsulas de gelatina e goma arábica formadas pela 221 

técnica de coacervação complexa, principalmente associada à reticulação, e posterior 222 

aplicação em sucos de fruta é uma alternativa inovadora. Assim, o processo de reticulação 223 

mostra-se adequado em associação à coacervação complexa, assegurando a viabilidade dos 224 
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probióticos. Este fato é confirmado por Da Silva et al. (2019) que utilizaram a reticulação com 225 

transglutaminase para melhorar a resistência das microcápsulas contendo L. acidophilus 226 

produzidas por coacervação complexa, bem como a proteção aos probióticos. Foi observado 227 

por esses autores que os L. acidophilus permaneceram viáveis por 60 dias em armazenamento 228 

sob refrigeração. 229 

Essa proteção inicialmente semelhante às microcápsulas sem reticulação (p>0,05) 230 

pode ter ocorrido por alguns fatores limitantes em relação à transglutaminase, como a 231 

quantidade de enzima utilizada, a complexação da goma arábica e da gelatina, o estado de 232 

gelificação da gelatina e, consequentemente, sua baixa mobilidade na temperatura do processo 233 

de reação de reticulação. Também pode ser levado em conta para justificar esse 234 

comportamento a formação de uma rede descontínua de proteínas após a reticulação 235 

enzimática, característico de filmes compostos por gelatina e tratados com transglutaminase 236 

(Prata et al., 2008). Ademais, de acordo com Prata et al. (2008) e Lv et al. (2014) a reticulação 237 

proveniente da transglutaminase é considerada fraca, não sendo tão eficaz no controle da taxa 238 

de liberação. Contudo, pode-se observar que a reticulação com transglutaminase foi eficiente 239 

em nosso trabalho, com destaque para o Tratamento 2 na concentração de 30% em suco de 240 

laranja, pois protegeu os probióticos até o final do período de armazenamento (63 dias) com 241 

viabilidade muito alta (8,12 log UFC mL-1). Esse resultado está de acordo com a análise 242 

multivariada de cluster que definiu este tratamento como o mais adequado à viabilidade 243 

probiótica (Figura 1). 244 

Ainda é possível ressaltar que, nos sucos de laranja, com exceção do Tratamento 1 na 245 

concentração de 30%, as microcápsulas foram eficientes em proteger os L. acidophilus, 246 

assegurando sua sobrevivência por 63 dias, com diferenças significativas (p<0,05) e que 247 

apesar do Tratamento 1 não ter mantido a viabilidade probiótica por 63 dias, ele foi capaz de 248 

proteger os probióticos por até 35 dias, com 6,36 log UFC mL-1. Em contrapartida, nos sucos 249 
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de maçã, somente o tratamento sem reticulação na concentração de 10% foi capaz de manter a 250 

viabilidade probiótica até o final do armazenamento (63 dias) com a viabilidade de 6,10 log 251 

UFC mL-1, apresentando diferença significativa (p<0,05) (Tabela 2). 252 

Ademais, em relação às concentrações de L. acidophilus adicionados aos sucos de 253 

fruta, podemos ressaltar que o aumento na concentração não está atrelado ao aumento da 254 

viabilidade dos probióticos, não apresentando diferenças significativas (p>0,05) e que a 255 

concentração de 10% já seria suficiente para o fornecimento dos probióticos na quantidade 256 

estipulada pela legislação (> 6 log UFC mL-1) para que o consumidor tenha os benefícios 257 

oriundos dos probióticos (Brasil, 2008). No entanto, no suco de maçã, a maior concentração 258 

de probióticos associado à reticulação (tratamento 1) favoreceu o aumento da viabilidade 259 

probiótica, com diferença significativa (p<0,05) resultando em 7,68 log UFC mL-1 em 35 dias 260 

de armazenamento (Tabela 2). 261 

 262 

3.1.2 Comparações: Análise multivariada 263 

A análise estatística multivariada de cluster vem sendo amplamente utilizada para 264 

desenvolver taxonomias, no intuito de organizar os dados observados em estruturas 265 

significativas (Francisco et al., 2010).  266 

Na Figura 1 está exposto o dendograma da viabilidade probiótica para os diferentes 267 

tratamentos nos sucos de fruta. O dendograma mostra dois conjuntos de clusters visivelmente 268 

aparentes: cluster 1 (CL(L10), CL(M10), CL(M30), CL(L10), T2(M10), T2(M30), T1(L30), 269 

T1(M10)) e cluster 2 (C(L10), T2(L10), C(M10), CL(L30), C(M30), T1(M30), (T1(L10), 270 

C(L30), (T2(L30). Contudo, no cluster 1 é possível observar a formação de três subclusters: 271 

subcluster 1 (CL(L10), CL(M10), CL(M30)), subcluster 2 (T2(M10), T2(M30)), subcluster 3 272 

(T1(L30), T1(M10)), no cluster 2 há a formação de dois subclusters: subcluster 4 (C(L10), 273 

T2(L10), C(M10), (CL(L30), C(M30), T1(M30)), subcluster 5 (T1(L10), C(L30), (T2(L30)). 274 
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Figura 1 – Dendograma de cluster para viabilidade probiótica no 63º dia de armazenamento a 4°C nos diferentes 276 
sucos de fruta. CL(L10) – Célula livre na concentração de 10%, CL(L30) – Célula livre na concentração de 30%, 277 
C(L10) - Microcápsulas sem reticulação na concentração de 10%, C(L30) – Microcápsulas sem reticulação na 278 
concentração de 30%, T1(L10) – Tratamento 1 na concentração de 10%, T1(L30) – Tratamento 1 na 279 
concentração de 30%, T2(L10) – Tratamento 2 na concentração de 10%, T2(L30) – Tratamento 2 na 280 
concentração de 30%, CL(M10) – Célula livre na concentração de 10%, CL(M30) – Célula livre na concentração 281 
de 30%, C(M10) - Microcápsulas sem reticulação na concentração de 10%, C(M30) – Microcápsulas sem 282 
reticulação na concentração de 30%, T1(M10) – Tratamento 1 na concentração de 10%, T1(M30) – Tratamento 283 
1 na concentração de 30%, T2(M10) – Tratamento 2 na concentração de 10%, T2(M30) – Tratamento 2 na 284 
concentração de 30%. 285 

 286 

Assim, foi observado com a análise multivariada de cluster que o tratamento 2 na 287 

concentração de 30% em suco de laranja (T2(L30)) possui alguma característica que 288 

claramente o difere dos demais em relação à viabilidade. Assim, relaciona-se essa 289 

característica à maior viabilidade dos probióticos encontrada para esse tratamento (T2(L30)) 290 

até o final do período de armazenamento, conforme pode ser verificado na Tabela 2. Todavia, 291 

quando comparados os subclusters, o tratamento 1 na concentração de 10% em suco de 292 

laranja (T1(L10) e o tratamento com microcápsulas sem reticulação na concentração de 30% 293 

em suco de laranja (C(L30) também podem ser considerados adequados à viabilidade 294 

probiótica por apresentarem similaridade ao T2(L30). 295 
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3.3 Microscopia óptica das microcápsulas nos sucos de fruta durante o armazenamento 296 

 297 

Figura 2 – Microscopia óptica das microcápsulas no suco de laranja em armazenamento por 63 dias a 4°C. A) 298 
Microcápsulas sem reticulação na concentração de 10% (dia 0) 20x B) Microcápsulas sem reticulação na 299 
concentração de 10% (dia 63) 40x C) Tratamento 1 na concentração de 10% (dia 0) 40x D) Tratamento 1 na 300 
concentração de 10% (dia 63) 40x E) Tratamento 2 na concentração de 10% (dia 0) 40x F) Tratamento 2 na 301 
concentração de 10% (dia 63) 40x G) Microcápsulas sem reticulação na concentração de 30% (dia 0) 40x H) 302 
Microcápsulas sem reticulação na concentração de 30% (dia 63) 40x I) Tratamento 1 na concentração de 30% 303 
(dia 0) 40x J) Tratamento 1 na concentração de 30% (dia 63) 40x K) Tratamento 2 na concentração de 30% 304 
(dia 0) 40x L) Tratamento 2 na concentração de 30% (dia 63) 40x. 305 
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 306 

Figura 3 – Microscopia óptica das microcápsulas no suco de maçã em armazenamento por 63 dias a 4°C. A) 307 
Microcápsulas sem reticulação na concentração de 10% (dia 0) 40x B) Microcápsulas sem reticulação na 308 
concentração de 10% (dia 63) 40x C) Tratamento 1 na concentração de 10% (dia 0) 40x D) Tratamento 1 na 309 
concentração de 10% (dia 63) 40x E) Tratamento 2 na concentração de 10% (dia 0) 40x F) Tratamento 2 na 310 
concentração de 10% (dia 63) 40x G) Microcápsulas sem reticulação na concentração de 30% (dia 0) 40x H) 311 
Microcápsulas sem reticulação na concentração de 30% (dia 63) 40x I) Tratamento 1 na concentração de 30% 312 
(dia 0) 40x J) Tratamento 1 na concentração de 30% (dia 63) 40x K) Tratamento 2 na concentração de 30% 313 
(dia 0) 40x L) Tratamento 2 na concentração de 30% (dia 63) 40x. 314 
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Com relação à microscopia óptica das microcápsulas nos diferentes tratamentos 315 

(Figura 2 e 3), podemos observar que as microcápsulas apresentaram-se multinucleadas, com 316 

formatos arredondados, de tamanhos variados, apresentando-se menores quando reticuladas, 317 

em alguns casos, em ambos os sucos de fruta. De acordo com Rojas-Moreno et al. (2018) a 318 

camada de coacervado é formada ao redor de glóbulos de óleo, levando à formação de 319 

cápsulas multinucleadas, sendo esse mesmo comportamento observado para os probióticos. 320 

Ainda segundo esses autores, algumas microcápsulas apresentam-se grandes, com formato 321 

redondo e superfície lisa, e algumas partículas aparentemente amassadas e menores, o que 322 

também está de acordo com nossos resultados. Além disso, reforça que o comportamento foi 323 

semelhante para os tratamentos com e sem reticulação. 324 

No entanto, segundo Prata et al. (2008) o processo de reticulação reduz a mobilidade 325 

das cadeias macromoleculares, diminuindo a capacidade de intumescimento das 326 

microcápsulas reticuladas em relação às microcápsulas sem reticulação. Isso justifica os 327 

menores tamanhos observados no presente trabalho para as microcápsulas reticuladas. 328 

Além disso, é possível observar que no suco de laranja somente no Tratamento 1 na 329 

concentração de 30% as microcápsulas foram rompidas no decorrer dos 63 dias de 330 

armazenamento (Figura 2J), estando este resultado em concordância com a análise de 331 

viabilidade em que os probióticos permaneceram viáveis por 35 dias nessas condições. 332 

Já para o suco de maçã, é possível observar um comportamento semelhante em todos 333 

os tratamentos estudados, onde em 63 dias de armazenamento a quantidade de microcápsulas 334 

reduziu consideravelmente e não foi possível detectar microcápsulas rompidas (Figura 3), 335 

indicando sua total dispersão no suco de maçã com consequente perda da viabilidade 336 

probiótica, como mostra a análise de viabilidade (Tabela 2). 337 

 338 

 339 
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3.4 Conteúdo de pH e SST dos sucos de fruta durante o armazenamento 340 

As variações de pH e SST nos sucos de laranja e maçã contendo L. acidophilus nas 341 

formas livre e microencapsulada durante o período de armazenamento de 63 dias estão 342 

descritos na Tabela 3. 343 

Segundo Rodrigues et al. (2012) as mudanças nos valores de pH, com diferenças 344 

significativas (p<0,05), durante o armazenamento dos sucos de fruta ocorrem devido a 345 

presença de açúcares, os quais podem ser fermentados pelos L. acidophilus em ambas as 346 

formas, livre e microencapsulada. De acordo com Sohail et al. (2012) as bactérias probióticas 347 

realizam a fermentação de açúcares produzindo ácidos orgânicos e, como consequência desse 348 

processo de fermentação, ocorre a redução do pH. Além disso, conforme Rodrigues et al. 349 

(2012) as variações também estão relacionadas a atividade metabólica dos probióticos. Nesse 350 

sentido, podemos observar que nos sucos de laranja as reduções no pH foram mais 351 

acentuadas, indicando que não houve a inativação metabólica dos probióticos. Esse fato 352 

também é justificado pela análise de viabilidade que mostra alta sobrevivência dos probióticos 353 

durante o armazenamento (Tabela 2). 354 

Em contrapartida, nos sucos de maçã, observamos menores variações no pH, estando 355 

relacionadas com a inativação metabólica de grande parte das bactérias probióticas, sendo o 356 

mesmo resultado observado na análise de viabilidade dos probióticos (Tabela 2). 357 
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Tabela 3 – Resultados de pH e SST obtidos dos sucos de fruta no decorrer do armazenamento por 63 dias a 4°C. 358 

LARANJA 

Tempo (dias) L CL(L10) C(L10) T1(L10) T2(L10) 

 pH SST pH SST pH SST pH SST pH SST 

0 3,99±0,01c 16,50±0,01c 3,98±0,01a 16,75±0,01c 4,10±0,01a 17,75±0,01b 4,05±0,01a 16,50±0,01c 4,07±0,01a 16,75±0,01c 

35 4,09±0,01a 18,55±0,01a 3,89±0,01b 17,62±0,01a 3,88±0,03b 17,75±0,01b 4,03±0,01b 17,25±0,01b 4,02±0,01b 16,80±0,01b 

63 4,02±0,01b 18,00±0,01b 3,86±0,01c 17,00±0,01b 3,88±0,01b 17,80±0,01a 3,99±0,01c 17,75±0,01a 3,93±0,01c 17,75±0,01a 

 L CL(L30) C(L30) T1(L30) T2(L30) 

 pH SST pH SST pH SST pH SST pH SST 

0 3,99±0,01c 16,50±0,01c 3,85±0,01b 16,00±0,01b 3,98±0,01b 17,65±0,01a 4,07±0,01a 15,75±0,01c 4,05±0,01a 14,75±0,01b 

35 4,09±0,01a 18,55±0,01a 3,80±0,01c 16,50±0,01a 3,95±0,02b 17,17±0,01b 4,03±0,01b 16,75±0,01a 3,75±0,01b 15,50±0,01a 

63 4,02±0,01b 18,00±0,01b 3,93±0,01a 14,75±0,01c 4,01±0,01a 15,75±0,01c 4,06±0,01a 16,50±0,01b 3,67±0,01c 15,50±0,01a 

MAÇÃ 

Tempo (dias) M CL(M10) C(M10) T1(M10) T2(M10) 

 pH SST pH SST pH SST pH SST pH SST 

0 3,65±0,01a 16,50±0,01c 3,65±0,01a 16,50±0,01c 3,68±0,01ª 16,00±0,01c 3,84±0,01a 16,00±0,01c 3,70±0,01a 16,50±0,01c 

35 3,64±0,01a 18,75±0,01b 3,62±0,02a 18,75±0,01a 3,67±0,01ª 16,75±0,01b 3,78±0,01b 16,40±0,01b 3,71±0,01a 17,80±0,01a 

63 3,55±0,01b 18,25±0,01a 3,51±0,01b 17,50±0,01b 3,64±0,03a 18,00±0,01a 3,72±0,01c 16,50±0,01ª 3,72±0,02a 17,65±0,01b 

 M CL(M30) C(M30) T1(M30) T2(M30) 

 pH SST pH SST pH SST pH SST pH SST 

0 3,65±0,01a 16,50±0,01c 3,63±0,02a 17,65±0,01a 3,64±0,01b 16,50±0,01b 3,65±0,01b 16,25±0,01ª 3,70±0,01b 17,20±0,01ª 

35 3,64±0,01a 18,75±0,01a 3,51±0,01b 17,55±0,01b 3,65±0,01b 16,50±0,01b 3,77±0,01a 16,25±0,01ª 3,68±0,01b 16,75±0,01b 

63 3,55±0,01b 18,25±0,01b 3,63±0,01a 16,50±0,01c 3,71±0,01a 17,25±0,01a 3,78±0,01a 16,20±0,01b 3,74±0,01a 16,25±0,01c 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a nível de 5% de significância. 359 
L – Suco de laranja, CL(L10) – Célula livre na concentração de 10%, CL(L30) – Célula livre na concentração de 30%, C(L10) - Microcápsulas sem reticulação na 360 
concentração de 10%, C(L30) – Microcápsulas sem reticulação na concentração de 30%, T1(L10) – Tratamento 1 na concentração de 10%, T1(L30) – Tratamento 1 na 361 
concentração de 30%, T2(L10) – Tratamento 2 na concentração de 10%, T2(L30) – Tratamento 2 na concentração de 30%, M – Suco de maçã, CL(M10) – Célula livre na 362 
concentração de 10%, CL(M30) – Célula livre na concentração de 30%, C(M10) - Microcápsulas sem reticulação na concentração de 10%, C(M30) – Microcápsulas sem 363 
reticulação na concentração de 30%, T1(M10) – Tratamento 1 na concentração de 10%, T1(M30) – Tratamento 1 na concentração de 30%, T2(M10) – Tratamento 2 na 364 
concentração de 10%, T2(M30) – Tratamento 2 na concentração de 30%. 365 
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Além disso, as maiores variações de pH também foram observadas nos tratamentos 366 

com adição de células livres, indicando que as microcápsulas foram eficientes em reduzir as 367 

interações dos probióticos com o ambiente dos sucos de fruta, ressaltando a importância da 368 

microencapsulação na viabilidade probiótica. Podemos ressaltar ainda que o processo de 369 

reticulação se mostrou adequado, nesse sentido, pois foram nos tratamentos com adição de 370 

microcápsulas reticuladas em que as menores reduções de pH foram observadas, com algumas 371 

exceções que serão discutidas abaixo. 372 

Nos sucos de laranja, podemos destacar o Tratamento 2 na concentração de 30%, que 373 

apresentou as maiores reduções de pH, indicando a intensa atividade metabólica dos 374 

probióticos, corroborando com as justificativas apresentadas anteriormente por Rodrigues et 375 

al. (2012) e Sohail et al. (2012), juntamente com as altas contagens de células na análise de 376 

viabilidade (Tabela 2). O mesmo é válido para o Tratamento 1 na concentração de 30%, em 377 

que as variações de pH não apresentaram diferenças significativas (p>0,05), indicando a 378 

inativação metabólica dos probióticos, que também pode ser justificada pela análise de 379 

viabilidade. 380 

Ademais, como mencionado anteriormente, o pH é o principal fator nos sucos de fruta 381 

relacionado à viabilidade probiótica. Assim, o suco de maçã não apresenta um pH adequado 382 

aos L. acidophilus, interferindo na sua sobrevivência até o final do período de 383 

armazenamento. 384 

Com relação à análise de SST, para as células livres nas concentrações de 10 e 30%, 385 

para ambos os sucos de fruta, de um modo geral, ocorreu a redução dos SST (Tabela 3), com 386 

diferenças significativas (p<0,05), o que era esperado devido a fermentação dos açúcares 387 

presentes nos sucos de fruta pelos L. acidophilus. Hruyia, Deshpande & Bhate (2018) também 388 

observaram reduções mais acentuadas com a adição de diferentes espécies de Lactobacillus 389 

em suco de laranja doce. Todavia, para os tratamentos com a adição de 10% de 390 
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microcápsulas, os SST apresentaram um aumento no decorrer do período de armazenamento. 391 

Porém, para os tratamentos com a adição de 30% de microcápsulas, os SST apresentaram 392 

reduções no decorrer do período de armazenamento. Esses resultados foram observados em 393 

ambos os sucos de fruta, laranja e maçã, e estão em conformidade com Calabuig-Jiménez et 394 

al. (2019) que observaram reduções nos SST quando uma maior quantidade de microcápsulas 395 

foi adicionada em suco de tangerina. 396 

 397 

4 Conclusão 398 

 399 

Este estudo mostrou que a técnica de coacervação complexa associada à reticulação 400 

com transglutaminase é adequada para a proteção de L. acidophilus em sucos de fruta. No 401 

suco de maçã, ocorreu a inativação dos probióticos quando adicionados na forma livre, sendo 402 

assim, a microencapsulação associada à reticulação proporcionou o aumento da viabilidade 403 

probiótica. No suco de laranja, a microencapsulação também demonstrou resultados 404 

satisfatórios, pois somente os probióticos microencapsulados foram capazes de sobreviver por 405 

63 dias, apresentando alta viabilidade. Além disso, o suco de laranja forneceu condições mais 406 

adequadas à sobrevivência dos probióticos, destacando o pH como um fator determinante para 407 

a viabilidade probiótica. 408 

Ademais, é válido ressaltar o pioneirismo do presente estudo, visto que a adição de 409 

probióticos microencapsulados por coacervação complexa associada à reticulação com 410 

transglutaminase em sucos de fruta não foi relatada, até o momento. 411 

  412 
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8 DISCUSSÃO 

 

Diante dos resultados obtidos, o processo de reticulação foi adequado aos L. 

acidophilus LA-02, formando microcápsulas com alta eficiência de encapsulação (68,25 – 

93,90%), superiores a outros estudos, como Veiga et al. (2016) que obtiveram eficiência de 

encapsulação variando entre 32,5 e 71,0% para microcápsulas de gelatina e goma arábica 

contendo óleo de café torrado produzidas por coacervação complexa e reticuladas com 

transglutaminase. 

Também foi observado que a morfologia foi semelhante para as microcápsulas com e 

sem reticulação, com microcápsulas redondas e multinucleadas, e com maior diâmetro médio 

quando reticuladas na forma seca. Foi observado que quanto maior a adição de 

transglutaminase, menor o diâmetro médio das microcápsulas. Isso ocorreu devido à 

reticulação com transglutaminase causar a redução da mobilidade das cadeias 

macromoleculares e, com isso, a redução da capacidade de intumescimento das microcápsulas 

(PRATA et al., 2008). 

Em contrapartida, sob condições gastrointestinais simuladas, as microcápsulas 

reticuladas apresentaram maior resistência em comparação às microcápsulas sem reticulação, 

demonstrando que a reticulação com transglutaminase foi essencial, favorecendo 

substancialmente a sobrevivência dos L. acidophilus e dos L. rhamnosus (Capítulo de livro). 

De acordo com Mora-Gutierrez et al. (2014) a transglutaminase forma uma rede contínua de 

proteínas, melhorando a liberação controlada durante a digestão no trato gastrointestinal. 

A reticulação com transglutaminase também foi essencial para proteger os probióticos 

frente ao tratamento térmico, havendo eliminação dos L. acidophilus LA-02 nas 

microcápsulas sem reticulação, enquanto os probióticos nas microcápsulas reticuladas 

apresentaram viabilidade com contagens variando entre 8 e 10 log UFC g-1. Gharibzahedi et 

al. (2018) afirmam que a reticulação com transglutaminase é responsável por melhorar 

significativamente a estabilidade térmica das microcápsulas. 

Além disso, foi observado que a resistência das microcápsulas, tanto ao trato 

gastrointestinal simulado quanto ao tratamento térmico, foi ainda mais eficiente com a 

reticulação associada ao processo de secagem. Segundo Alvim; Grosso (2010) o processo de 

secagem exerce forte influência na liberação controlada, reduzindo a quantidade de agente 

ativo liberada. 

Quanto ao armazenamento das microcápsulas com e sem reticulação em diferentes 

condições de temperaturas, foi observado, no geral, que as microcápsulas na forma úmida 



126 

ofereceram maiores condições de sobrevivência aos probióticos. No processo de secagem por 

liofilização a viabilidade dos probióticos é afetada devido à formação de cristais de gelo 

maiores pelo congelamento lento, facilitando assim, a inativação de muitas células de L. 

acidophilus LA-02 no decorrer do período de armazenamento. 

Na temperatura de congelamento os L. acidophilus LA-02 permaneceram viáveis até o 

final do período de armazenamento, tanto nas microcápsulas sem reticulação (6,09 log UFC g-

1) como nas microcápsulas com reticulação (7,80 log UFC g-1 e 6,53 log UFC g-1, tratamentos 

1 e 2, respectivamente). Sendo assim, este tratamento foi o mais adequado à viabilidade 

probiótica. Contudo, o processo de reticulação com transglutaminase demonstrou proteção 

adicional aos probióticos presentes nas microcápsulas na forma úmida. Na forma seca, devido 

ao processo de liofilização, a atividade enzimática da transglutaminase pode ter sido afetada, 

resultando em contagens de células viáveis de 8,15 log UFC g-1 para as microcápsulas sem 

reticulação, 6,66 log UFC g-1 e 6,76 para as microcápsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2, 

respectivamente). Assim, é notável que a atividade enzimática da transglutaminase foi afetada 

durante o processo de liofilização, oferecendo menor proteção aos L. acidophilus LA-02. 

Esses resultados estão em conformidade com Rezaei; Temelli; Jenab (2007) que relatam que a 

atividade enzimática pode ser diretamente afetada por pressão e temperatura. 

Na temperatura de refrigeração as microcápsulas na forma úmida apresentaram maior 

resistência, com L. acidophilus LA-02 viáveis até o final do período de armazenamento (60 

dias), apresentando contagens de células viáveis de 6,10 log UFC g-1 para as microcápsulas 

sem reticulação, 7,85 e 6,49 log UFC g-1 para as microcápsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2, 

respectivamente). Além disso, foi observado que o processo de reticulação com 

transglutaminase ocorreu, com subsequente proteção adicional aos probióticos, por meio do 

aumento da resistência das microcápsulas na forma úmida. 

Já sob armazenamento em condições de temperatura ambiente, o processo de 

reticulação com transglutaminase não ofereceu proteção adicional aos probióticos por não 

aumentar a resistência das microcápsulas. Na forma úmida, observa-se contagens de células 

viáveis de 5,56 e 5,39 log UFC g-1 para as microcápsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2, 

respectivamente), frente a 7,54 log UFC g-1 para as microcápsulas sem reticulação. Quando as 

microcápsulas foram secas, todos os tratamentos apresentaram contagens de células viáveis 

abaixo de 6 log UFC g-1 em 30 dias de armazenamento. De acordo com Yüksel-Bilsel; Şahin-

Yeşilçubuk (2019), agentes bioativos podem ser afetados por condições desfavoráveis como 

temperatura e umidade mais elevadas, assim, essas condições podem ter afetado a viabilidade 

dos L. acidophilus LA-02. 
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Sendo assim, é possível observar que durante o armazenamento em diferentes 

condições a forma úmida mostrou-se mais adequada aos L. acidophilus LA-02 e que a 

condição de armazenamento em temperatura de congelamento é mais favorável à viabilidade 

probiótica devido à redução das atividades metabólicas dos microrganismos com consequente 

manutenção da viabilidade dos L. acidophilus LA-02. 

Além disso, diante do exposto, é notável que a viabilidade dos probióticos não 

depende exclusivamente das microcápsulas, mas também da cepa probiótica. Em um estudo 

realizado por nosso grupo de pesquisa (MARQUES DA SILVA et al., 2018) utilizamos a 

coacervação complexa com gelatina – goma arábica para proteger L. acidophilus LA-5 e 

armazenamos as microcápsulas obtidas em temperatura de congelamento, refrigeração e 

ambiente. Os L. acidophilus LA-5 foram capazes de sobreviver por 120 dias em temperatura 

de congelamento, 105 dias em temperatura de refrigeração e 45 dias em temperatura 

ambiente. 

Ademais, atualmente, se tem uma carência na aplicação de microcápsulas probióticas 

obtidas por coacervação complexa em produtos alimentícios e, as aplicações encontradas, até 

o momento, são realizadas em derivados lácteos, como iogurte (SHOJI et al., 2013; 

BOSNEA; MOSCHAKIS; BILIADERIS, 2014; RIBEIRO et al., 2014). Nesse sentido, 

realizar a aplicação dessas microcápsulas em matrizes alimentícias é de extrema relevância 

para a tecnologia de alimentos e para ampliar a gama de produtos alimentícios probióticos. 

De acordo com Lebaka et al. (2018) os probióticos são tradicionalmente inseridos em 

produtos lácteos fermentados pelo fácil processamento, além destes produtos possuírem 

excelentes condições de manutenção da viabilidade probiótica. No entanto, nos últimos anos, 

o fornecimento de probióticos através de produtos não lácteos vem atraindo maior atenção dos 

consumidores devido, principalmente, ao aumento da população intolerante à lactose, alergias 

à proteína do leite, à prevalência de colesterol elevado e o aumento do vegetarianismo e 

veganismo. 

Nesse contexto, o desenvolvimento de produtos probióticos que não sejam derivados 

lácteos é necessário e muito importante. Segundo Fernandes Pereira, Rodrigues (2018) sucos 

de frutas demonstram ser substratos adequados para a incorporação e cultivo de bactérias 

probióticas, pois contêm nutrientes benéficos como vitaminas, minerais, fibras e 

antioxidantes. Dessa forma, Pimentel et al. (2015) afirmam que o suco de maçã é um meio 

adequado para a incorporação de probióticos, como o Lactobacillus paracasei e Ding; Shah 

(2008) trazem que o suco de laranja pode ser adequado para alguns probióticos, pois possui os 
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nutrientes benéficos (vitaminas, minerais, fibras e antioxidantes), sabor agradável e é 

consumido por ampla faixa etária. 

De Miranda et al. (2019) aplicaram Lactobacillus casei em suco de laranja e 

verificaram que este suco é um substrato adequado para a adição de L. casei, resultando em 

um produto com características físico-químicas e aceitação sensorial semelhantes às do 

produto original, com viabilidade probiótica entre 8 e 9 log UFC g-1 por 28 dias a 7°C. Sengun 

et al. (2019) aplicaram Lactobacillus rhamnosus em suco de laranja e observaram que o 

probiótico manteve a viabilidade durante 28 dias de armazenamento a 4°C e aumentou as 

atividades antioxidantes e antimicrobianas do suco de laranja. Pimentel et al. (2015) 

incorporaram L. paracasei spp. paracasei em suco de maçã e observaram sobrevivência dos 

probióticos por 21 a 4°C, sem alterar sua aceitabilidade. Ding; Shah (2008) estudaram a 

sobrevivência de oito cepas probióticas sob armazenamento em suco de laranja e suco de 

maçã por 42 dias a 4°C, nas formas livre e microencapsulada por gelificação iônica e 

observaram que os probióticos na forma livre sobreviveram por, no máximo, 21 dias e, os 

probióticos microencapsulados sobreviveram por até 35 dias. E Roberts et al. (2018) 

aplicaram Lactobacillus plantarum em suco de maçã e destacam que a imobilização de L. 

plantarum em pectina protegeu as células probióticas durante a exposição do suco de maçã à 

condições gastrointestinais simuladas. Diante do exposto, é importante ressaltar que ainda não 

há relatos de estudos da aplicação de microcápsulas probióticas produzidas por coacervação 

complexa e, muito menos, associada à reticulação com transglutaminase em sucos de fruta. 

Neste estudo, foi observado que as microcápsulas juntamente com a reticulação 

protegeram os L. acidophilus LA-02 quando adicionados em suco de laranja e suco de maçã, 

sendo que a concentração de microcápsulas (10 e 30%) adicionadas aos sucos de fruta 

influenciou de forma significativa a viabilidade dos probióticos no decorrer do 

armazenamento por 63 dias a 4°C. Bosnea; Moschakis; Biliaderis (2014) ressaltam em seu 

estudo que a microencapsulação de probióticos por coacervação complexa possui potencial 

para o fornecimento dos probióticos viáveis em alimentos com baixo pH, como sucos de 

fruta.  

Contudo, entre os sucos de fruta, o suco de laranja se mostrou mais adequado à 

incorporação dos L. acidophilus LA-02, assegurando sua sobrevivência por 63 dias em mais 

de 80% dos tratamentos com microcápsulas, sem e com reticulação. No estudo de Sheehan et 

al. (2007) o suco de laranja proporcionou maior viabilidade probiótica. Também foi 

observado que o fator presente no suco de fruta que está mais relacionado à viabilidade 

probiótica é o pH, estando em concordância com Champagne; Gardner (2008). 
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Por isso, o suco de maçã foi adequado à sobrevivência dos L. acidophilus LA-02 por 

35 dias. Sheehan et al. (2007) também observaram maior perda da viabilidade probiótica 

quando o pH do suco de fruta foi mais baixo. Apesar disso, vale ressaltar que o processo de 

reticulação associado à concentração de 30% foi mais eficiente, prolongando a viabilidade 

probiótica. Ding; Shah (2008) também observaram a sobrevivência de L. acidophilus 

encapsulados por gelificação iônica por 35 dias a 4°C em suco de maçã. 

Por fim, em ambos os sucos de frutas ocorreram mudanças nas características de pH e 

SST no decorrer dos 63 dias de armazenamento, indicando que houve atividade metabólica 

dos probióticos (CHAMPAGNE, GARDNER, 2008). 
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9 CONCLUSÃO 

 

 O processo de reticulação com transglutaminase das microcápsulas contendo L. 

acidophilus LA-02 produzidas por coacervação complexa foi adequado, conferindo 

maior resistência às microcápsulas em ambas as concentrações de transglutaminase 

estudadas. 

 As microcápsulas obtidas foram resistentes ao processo de secagem e apresentaram 

altas eficiências de encapsulação (68-94%), tamanhos médios variando entre 158,2 e 

511,7 µm, estando em concordância com a literatura, formatos redondos e 

multinucleadas, para ambas as formas (úmida e seca). 

 O processo de reticulação foi extremamente eficiente para o aumento da resistência 

das microcápsulas e consequente proteção aos probióticos frente às condições 

gastrointestinais simuladas e ao tratamento térmico, principalmente para as 

microcápsulas na forma seca. 

 Sob armazenamento em diferentes condições de temperatura, os probióticos 

apresentaram maior viabilidade em temperatura de congelamento e a reticulação 

com transglutaminase conferiu proteção adicional aos probióticos presentes nas 

microcápsulas na forma úmida, com 7,80 e 6,53 log UFC g-1 para os tratamentos 1 e 

2, respectivamente frente a 6,09 log UFC g-1 para as microcápsulas sem reticulação. 

Essa foi a condição de tratamento mais adequada à viabilidade probiótica. Na 

temperatura de refrigeração a viabilidade dos probióticos foi maior nas 

microcápsulas na forma úmida, apresentando 6,10 log UFC g-1 para as 

microcápsulas sem reticulação, com proteção adicional conferida pela reticulação 

com transglutaminase, com contagens de células viáveis de 7,85 e 6,49 log UFC g-1 

para as microcápsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2, respectivamente). Em 

temperatura ambiente, o processo de reticulação com transglutaminase não conferiu 

proteção adicional às microcápsulas, com contagens de células viáveis de 7,54 log 

UFC g-1 para as microcápsulas sem reticulação e 5,56 e 5,39 log UFC g-1 para as 

microcápsulas reticuladas (tratamentos 1 e 2, respectivamente), para a forma úmida; 

na forma seca, após 30 dias de armazenamento, as contagens de células viáveis 

ficaram abaixo de 6 log UFC g-1 para todos os tratamentos analisados. Esses estudos 

contribuem para a adição dos probióticos em matrizes alimentícias. 
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 O processo de microencapsulação por coacervação complexa associada à 

reticulação com transglutaminase protegeu os probióticos quando adicionados em 

suco de laranja e suco de maçã. 

 O suco de laranja ofereceu melhores condições para as microcápsulas, bem como 

para a viabilidade probiótica, proporcionando a sobrevivência dos probióticos até o 

final do período de armazenamento (63 dias), sendo que a adição de uma 

concentração de 10% de microcápsulas ao suco já seria suficiente para o 

fornecimento dos probióticos na quantidade desejada para que os efeitos benéficos 

ocorram (6 log UFC g ou mL-1). 

 No suco de maçã, a adição das microcápsulas ao suco na concentração de 30% 

demonstrou melhores resultados, com proteção adicional fornecida pela reticulação 

com transglutaminase, conferindo viabilidade aos probióticos por 35 dias. 

 As características dos sucos de frutas interferem na viabilidade dos probióticos, 

sendo o pH o principal fator envolvido na sobrevivência dos L. acidophilus LA-02 e 

quanto mais baixo o pH, menor a viabilidade probiótica. 

 As variações nas características de pH e SST dos sucos de laranja e maçã estão 

relacionados com as atividade metabólicas das células de L. acidophilus LA-02 no 

decorrer dos 63 dias de armazenamento a 4°C. 

 As microcápsulas produzidas têm potencial para proteger os L. acidophilus LA-02 

em matrizes alimentícias, como sucos de fruta. Assim, a utilização da coacervação 

complexa associada à reticulação com transglutaminase demonstra relevância para a 

ciência e a tecnologia de alimentos, principalmente para a área de produtos 

funcionais com apelo probiótico, proporcionando o desenvolvimento de novos 

produtos alimentícios. 
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