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RESUMO 

 

A encapsulação é uma técnica que pode ser empregada para a proteção de 

probióticos, conferindo-os resistência ao ambiente ácido do trato gastrintestinal, bem 

como viabilizando sua aplicação em produtos lácteos fermentados. O presente 

estudo teve como objetivo avaliar as melhores concentrações de encapsulamento de 

L. rhamnosus utilizando alginato de sódio, pectina e gelatina. Foram realizados dois 

planejamentos experimentais para cápsulas contendo alginato e gelatina e pectina e 

gelatina. As variáveis investigadas foram as concentrações dos polímeros e a 

variável resposta foi a concentração de células viáveis nas cápsulas. A maior 

concentração de células viáveis (4,2 x 109 UFC/g) foi obtida para as concentrações 

de 1 % de alginato e 0,1 % de gelatina, sendo que a concentração de alginato foi a 

variável que influenciou de forma mais significativa a variável resposta, atingindo um 

efeito estimado negativo de -4,59. A avaliação estatística dos resultados das 

microcápsulas obtidas com pectina não foi satisfatória. Os resultados do 

Infravermelho mostraram que as três amostras analisadas continham o alginato, 

estas apresentaram picos muito próximos de 3400 cm-1 para 3454 cm-1 em relação 

ao grupo O-H. Nos espectros das microcápsulas observamos um pico com 

intensidade entre 1637 cm-1 e 1639 cm-1 comprovando a presença do grupo 

funcional –CONH² que está presente na gelatina, visto que o alginato puro não 

apresentou esse pico. A análise térmica do material indicou uma temperatura de 

transição vítrea (Tg) acima da temperatura de armazenamento das microcápsulas, o 

que garante a cristalização das microcápsulas. Após 120 dias de armazenamento 

sob refrigeração as cápsulas atingiram a concentração de 105UFC/ml, sendo ainda 

adequadas para a sua incorporação em alimentos. Com relação a incorporação das 

microcapsulas e das células livres no fermentado de leite, as células livres obtido 

pela adição de de L. rhamnosus ATCC 7469, apresentou a contagem mínima 

necessária para um produto ser considerado probiótico. As microcápsulas 

produzidas através da técnica de extrusão com alginato como agente encapsulante 

foram adequadas para a microencapsulação destes probióticos, enquanto que as 

microcápsulas obtidas com pectina não foram satisfatórias. 

 
Palavra Chave: encapsulação; alginato, lactobacilos. 
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ABSTRACT 

 

Encapsulation is a technique that can be used for the protection of probiotics, 

conferring resistance to the acidic environment of the gastrointestinal tract allowing 

its use in fermented milk products. The present study had as objective evaluates the 

best encapsulation concentrations of L. rhamnosus using alginate of sodium, pectin 

and gelatin. Two experimental designs were conducted to capsules containing 

alginate and gelatin and pectin and gelatin. The variables investigated were 

concentrations of polymer and the dependent variable was the concentration of 

viable cells in the capsules. The highest concentration of viable cells (4.2 x 109 

CFU/g) was achieved for concentrations of 1 % alginate and 0.1 % gelatin, whereas 

the concentration of alginate was variable that affected the response variable most 

significantly, reaching a negative estimated effect of -4.59. Statistical evaluation of 

the results obtained with microcapsules of pectin was not satisfactory. Results of IR 

spectra show that the three samples that were analyzed contain the alginate. The 

spectra shows peaks due to O−H group in the region of 3400−3454 cm−1.  The 

spectra of Microcapsules shows a peak between 1637 cm−1 and 1639 cm−1 

confirming the presence of the functional group –CONH2 that is present in the gelatin, 

whereas pure alginate does not show this peak. Thermal analysis of the material 

indicates a glass transition temperature (Tg) above the storage temperature of the 

microcapsules, which ensures the crystallization of the microcapsules. After 120 days 

of storage under refrigeration capsules have reached the concentration of 

105UFC/mL, still being suitable for incorporation in food. Regarding the incorporation 

of the microcapsules and the free cells in the fermented milk, the free cells obtained 

by addition of L. rhamnosus ATCC 7469, presented the minimum score needed for a 

product to be considered probiotic. The microcapsules produced by the extrusion 

technique with alginate as encapsulating agents were suitable for microencapsulation 

of these probiotics, while microcapsules obtained were not satisfactory with pectin.  

 

Key Word: Encapsulation, alginate, lactobacillus.  
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1 INTRODUÇÃO 

Atualmente, é crescente a busca dos consumidores por uma alimentação 

mais saudável, tanto para o seu bem estar como para a prevenção de determinadas 

doenças. Com esta tendência tem aumentado o interesse na pesquisa de alimentos 

com alegações com propriedades funcionais ao longo dos anos (SIMEONI et al., 

2014). 

São considerados funcionais os alimentos que além de fornecerem uma 

nutrição básica, tem a capacidade de promover a saúde. Salienta-se que esse efeito 

restringe-se à promoção da saúde e não à cura da doença (PRAVST, 2011). Entre os 

diversos tipos de alimentos funcionais temos as vitaminas, os minerais, o 

suplemento, as ervas, os fitoquímicos (polifenóis e carotenóides) e os probióticos 

(JACKSON, PALIYATH,2011). 

Com busca de satisfazer o novo mercado, as bactérias probióticas estão 

sendo empregadas em uma grande variedade de alimentos e bebidas que compõem 

uma dieta normal, como iogurtes, queijos, sorvetes, sucos, chocolates, cereais e 

produtos cárneos (SIMEONI et al., 2014). 

O termo probiótico é de origem grega e significa “para a vida”. São alimentos 

funcionais contendo microrganismos vivos que quando consumidos regularmente, 

produzem efeitos benéficos à saúde e ao bem estar, além de beneficiarem o 

hospedeiro no equilíbrio da microbiota intestinal (QUIGLEY, 2011; TAKEDA, 2014; 

ZHU ZENG et al., 2016). 

Entre os microrganismos mais utilizados na preparação dos probióticos estão 

as bactérias lactoacidófilas dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium e a levedura 

Saccharomyces boulardii (MEILE et al., 2008). O gênero Lactobacillus está sendo 

vastamente utilizado com propriedades benéficas ao hospedeiro humano, sendo 

utilizado com segurança na obtenção de produtos lácteos probióticos (JIMÉNEZ-

PRANTEDA et al., 2012). 

A encapsulação é uma técnica que pode ser empregada para a proteção de 

probióticos, conferindo-os resistência ao ambiente ácido do trato gastrointestinal, 

bem como viabilizando sua aplicação em produtos lácteos fermentados ou sucos de 

fruta. Entre os vários procedimentos de encapsulamento temos a 

microencapsulação, podendo ser empregadas diversas matrizes para a proteção de 

células microbianas do meio externo (ETCHEPARE et al., 2016). 
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A microencapsulação é um método em que pequenas partículas ou gotículas 

são rodeadas por um revestimento para produzir cápsulas de tamanhos na faixa de 

micrômetros ou milímetros, sendo denominadas de microcápsulas. Estas 

caracterizam-se por separar o seu principal ingrediente funcional, que nesse caso é 

o probiótico, do seu ambiente externo por meio de uma proteção de revestimento, 

fazendo com que ocorra esta separação de ingredientes a partir do núcleo (JYOTHI 

et al., 2012). 

A microencapsulação pode ser aplicada em alimentos para a elaboração de 

produtos funcionais, sendo que as microcápsulas ou microesferas não devem 

interferir na textura original ou no sabor do alimento (VOS et al., 2010). 

Os polímeros têm sido usados com bastante frequência na constituição da 

matriz, e podem ser degradados por microrganismos na microbiota intestinal, 

facilitando o direcionamento dos probióticos para o intestino humano. Uma série de 

polissacarídeos tem sido empregados para o encapsulamento de bioativos, sendo 

que o mais utilizado é o alginato, pois fornece as matrizes não-tóxicas com cloreto 

de cálcio, adequado para bactérias sensíveis (JIMÉNEZ-PRANTEDA et al., 2012). 

O alginato de sódio é um biopolímero aniônico composto por cadeias lineares 

de ácido α-L-glucurônico e β-D-manurônico, as quais em presença de íons tais como 

Ca++ formam hidrogéis, filmes, esferas, micro e nanopartículas, com capacidade 

para encapsulamento de várias substâncias (PAULA et al., 2010). Trata-se de um 

dos polímeros mais aplicados como material encapsulante, sendo capaz de formar 

uma matriz altamente versátil, biocompatível e não tóxica para a proteção de 

componentes ativos, células e principalmente microrganismos probióticos sensíveis 

ao calor, pH, oxigênio, entre outros fatores em que os alimentos são expostos 

durante seu processamento e armazenamento (PASIN et al., 2012). 

Os lactobacilos são bactérias Gram-positivas e anaeróbicas facultativas que 

atuam no intestino delgado. Algumas das espécies mais empregadas como 

probióticos são Lactobacillus casei, L. rhamnosus e L. acidophilus. Os lactobacilos 

impedem a proliferação de microrganismos não benéficos pela competição com 

locais de ligação e nutrientes e produzem ácidos orgânicos, que reduzem o pH 

intestinal, retardando o crescimento de bactérias patogênicas (FLESCH et al., 2014). 

O principal desafio com relação à incorporação de microrganismos probióticos 

em alimentos é quanto à sua sobrevivência após o processamento e 

armazenamento (GAGGIA et al, 2011). A manutenção da vida de prateleira do 
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produto e a garantia da viabilidade dos microrganismos probióticos dependem das 

condições de armazenamento (temperatura variável e estresse oxidativo) e do 

ambiente do produto (alto teor de água, pH baixo, estresse osmótico), podendo 

resultar numa rápida redução de contagem de células viáveis (WÜRTH et. al., 2015). 

A federação internacional de lácteos aconselha que a concentração mínima 

de células probióticas deve ser de 106-107 UFC / mL no final da vida de prateleira do 

produto (DING ; SHAH, 2009; TRIPATHI; GIRI, 2014). No Brasil, uma resolução da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), o REGULAMENTO TÉCNICO 

DE SUBSTÂNCIAS BIOATIVAS E PROBIÓTICOS ISOLADOS COM ALEGAÇÃO DE 

PROPRIEDADE FUNCIONAL/ E OU SAÚDE, diz que ‘A quantidade mínima viável 

para os probióticos deve estar situada na faixa de 108 a 109 Unidades Formadoras 

de Colônias (UFC) na recomendação diária do produto pronto para o consumo, 

conforme indicação do fabricante’ (BRASIL, 2008). 

Muitos estudos descreveram que vários produtos comerciais, contendo leites 

fermentados, iogurtes, pós granulados e comprimidos continham menos do que a 

concentração de células indicada no rótulo (NUALKAEKUL et al. , 2013). 

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo desenvolver e 

caracterizar cápsulas probióticas contendo Lactobacillus rhamnosus visando sua 

incorporação em alimentos. 

  



 _______________________________________________________________________________ 17 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Alimentos com alegações de propriedades funcionais 

Devido às mudanças impulsionadas pela sociedade moderna, tanto no seu 

estilo como na sua qualidade de vida, atualmente os consumidores estão dando 

preferência a produtos alimentares que tragam algum beneficio a saúde (NUNES et 

al., 2016).  

O comércio de alimentos com alegações de propriedades funcionais está 

crescendo pelo mundo por ser uma área atraente de estudo e inovação na indústria 

de alimentos. Entre as diversas vantagens apresentadas pela população, temos as 

propriedades medicinais que vão desde os valores nutricionais, sensoriais e 

fisiológicos no organismo (KONG et al., 2014).  

A dieta-saúde representa um novo paradigma no estudo dos alimentos. Neste 

contexto, surge a compreensão de que a alimentação adequada exerce um papel 

além do que fornecer energia e nutrientes essenciais, ressaltando também a 

importância dos constituintes não nutrientes, que em associação, são identificados 

pela promoção de efeitos fisiológicos benéficos, podendo prevenir ou retardar 

doenças cardiovasculares, câncer, infecções intestinais, obesidade, dentre outras 

(FREITAS et al., 2012).  

Os alimentos funcionais são aqueles que proporcionam benefícios para a 

saúde, incluindo a prevenção e o tratamento de doenças. Esses produtos podem ser 

nutrientes isolados, produtos de biotecnologia, suplementos dietéticos, alimentos 

geneticamente construídos, bem como alimentos processados e derivados de 

plantas (ASSMANN et al., 2014). 

Portanto, o alimento funcional é aquele parecido em aspecto ao alimento 

convencional, consumido como parte de uma alimentação normal, capaz de produzir 

efeitos metabólicos ou fisiológicos desejáveis na manutenção da saúde. Há em sua 

composição uma ou mais substâncias capazes de agir no sentido de modular os 

processos metabólicos, melhorando as condições de saúde, promovendo o bem-

estar das pessoas e prevenindo o aparecimento precoce de doenças degenerativas, 

que levam a uma diminuição da longevidade (CANDIDO; CAMPOS, 2005; PANG et 

al., 2012). 
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Esses alimentos fazem parte de uma nova percepção de alimento difundida 

pelo Japão na década de 80 através de um programa de governo que tinha como 

finalidade desenvolver alimentos saudáveis para uma população que envelhecia e 

apresentava uma grande expectativa de vida. Pelos mesmos motivos, a população 

brasileira vem buscando por esse tipo de dieta (MILLONE et al., 2011). 

Vale ressaltar que as substâncias fisiologicamente ativas devem estar 

presentes nos alimentos funcionais em quantidades adequadas para produzir o 

efeito fisiológico desejado. Ou seja, não é suficiente que um determinado alimento 

contenha determinadas substâncias com propriedades funcionais fisiológicas para 

que ele seja imediatamente classificado como funcional (PACHECO; SGARBIERI; 

2013). 

Os alimentos que contém microrganismos probióticos são considerados 

alimentos com alegação de propriedade funcional. A aplicação de probióticos em 

alimentos aumentou como uma forma de agregar valores nutricionais e terapêuticos, 

e atualmente várias cepas estão sendo estudadas e exploradas comercialmente 

(ETCHEPARE et al., 2016). 

A indústria de laticínios vem aumentando a disponibilidade de produtos 

funcionais, principalmente iogurtes, bebidas à base de soro de leite e outros leites 

fermentados, em que sua função é desempenhada devido à utilização de culturas 

probióticas e/ou adição de substâncias prebióticas, tendo como exemplo o 

oligossacarídeo. Mas deve-se ter um cuidado especial em relação à cultura 

probiótica utilizada, podendo ocasionar sabores estranhos ou off-flavors nos 

produtos finais (PANG et al., 2012; PROSAPIO et al., 2016). 

  

2.2 Probióticos 

Após os ensinamentos microbiológicos do revolucionário Louis Pasteur, Elie 

Metchnikoff sugeriu que além de agentes causadores de doenças, algumas 

bactérias produtoras de ácido lático presente no leite fermentado poderiam ter 

efeitos benéficos na saúde humana. Lactobacillus bulgaricus foi o primeiro 

microrganismo utilizado com essa finalidade, sendo descoberto em 1905 por este 

microbiólogo russo (RUTAVA; WALKER; 2009; COMAN et al., 2013). 



 _______________________________________________________________________________ 19 

Em 1965, Lilly & Stillwell utilizaram pela primeira vez a palavra probiótico, que 

eram substâncias produzidas por protozoários que estimulavam o crescimento de 

outros microrganismos. Depois disso, vários trabalhos foram desenvolvidos para 

verificar a ação dos probióticos. Já em 1989, Fuller determinou que os probióticos 

como suplementos eram compostos de microrganismos vivos que beneficiavam a 

saúde do hospedeiro por meio do equilíbrio da microbiota intestinal. 

Por volta de 1992, Havenaar et al. concluíram a definição de Fuller (1989), e 

estabeleceram que os probióticos se baseavam em uma ou várias misturas de 

culturas de microrganismos vivos que quando ingeridos por animais ou por seres 

humanos afetavam beneficamente o hospedeiro, aprimorando as propriedades da 

microbiota endógena. 

O efeito benéfico dos probióticos na microbiota intestinal humana inclui 

fatores como efeitos antagônicos, competição e efeitos imunológicos, provocando 

um aumento de resistência contra patógenos. Deste modo, a utilização de culturas 

bacterianas probióticas aumenta a multiplicação de bactérias benéficas, em 

detrimento à proliferação de bactérias potencialmente prejudiciais, reforçando os 

mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (CRUZ et al.,2012). 

Os probióticos possuem vários benefícios nutricionais e à saúde, entre eles 

temos a promoção do sistema digestivo, a prevenção da infecção do trato urinário, a 

prevenção do cancro e a promoção da resposta imune. Além disso, exercem efeitos 

em indivíduos com intolerância a lactose, alergia a proteína do leite, doença de 

Crohn, diarreia, colesterol alto, retocolite ulcerativa e modulação ao sistema imune 

(BHAT et al., 2015). 

Portanto, a segurança, especificidade, resistência e compatibilidade dos 

probióticos são fatores essenciais para seu uso como suplementos dietéticos ou 

preparados farmacológicos, em quantidade intraespecífica e variedade 

interespecífica, dessa forma aumentando o índice de colonização intestinal (MATOS, 

2010). 

O mecanismo de ação dos probióticos não está ainda bem esclarecido, sendo 

este um dos problemas enfrentados pela Autoridade Europeia de Segurança 

Alimentar (EFSA), pois vários processos podem atuar independentemente ou 

associados. Com isso, são diversos os mecanismos que levam ao equilíbrio da 

microbiota intestinal e que proporcionam os demais efeitos desejáveis (BUTEL, 

2014). 
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Um dos mecanismos de ação mais aceitos é o da exclusão competitiva 

(Figura 1). De acordo com esse mecanismo, as bactérias probióticas ocupam sítios 

de ligação na mucosa intestinal, formando uma barreira física às bactérias 

patogênicas. Deste modo, as bactérias seriam excluídas por competição de espaço. 

Essa interação simbiótica impede uma produção excessiva de nutrientes, a qual 

desfavorece o estabelecimento dos competidores microbianos com potencial 

patogênico ao hospedeiro. Portanto, os probióticos impedem a multiplicação de seus 

competidores por meio de compostos antimicrobianos, principalmente bacteriocinas 

(PANDE et al., 2012). 

 

Figura 1 – As bactérias patogênicas e não patogênicas competindo por nutrientes. 

 

Fonte: FOX, 1988 

 

Outro possível mecanismo de ação dos probióticos é a supressão do número 

de bactérias patogênicas através da produção de compostos com atividade 

antimicrobiana e enzimas. Em adição, a produção de ácido lático diminui o pH e cria 

um ambiente químico desfavorável a determinadas bactérias patogênicas. Os 

patógenos são ainda afetados pelos probióticos por meio de ácidos orgânicos 

voláteis, peróxido de hidrogênio e pelo metabolismo celular, reduzindo a 

concentração de amônia no organismo e liberando enzimas como a lactase 

(IANNITTI; PALMIERI, 2010). O estímulo da imunidade do hospedeiro também pode 

ser citado como possível mecanismo de ação dos probióticos (FULLER, 1989). Os 

microrganismos probióticos estimulam tanto a resposta imunológica humoral 

específica, que promove a função do intestino como barreira intestinal, quanto à 

inespecífica, ajudando nos mecanismos imunológicos. Estimulam ainda que os 

macrófagos provoquem efeitos como aumento nos níveis de citocinas e aumento da 

atividade das células natural Killers ou dos níveis de imunoglobulinas (PATEL et al., 
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2015). A Figura 2 mostra um resumo dos mecanismos de ação citados 

anteriormente. 

 

Figura 2 - Mecanismos de ação dos probióticos 

 

 

Legenda: Mecanismos específicos: envolvimento de probióticos em respostas 

imunes mediadas por células e humoral. Mecanismos inespecíficos: reforço da 

função de barreira epitelial, exclusão competitiva de bactérias ao longo do epitélio, a 

modificação do microambiente local e redução da inflamação intestinal. Th, célula T 

auxiliar; Ig, imunoglobulina; Treg, células T regulatórias; IL, interleucina; TGF, fator 

de transformação de crescimento; FNT, fator de necrose tumoral; IFN, interferon; M, 

M célula; DC, células dendríticas; TJ, junção apertado; MO, macrófagos; AGCC, 

ácidos graxos de cadeia curta; NF-kB, fator nuclear kB; ROS, espécies reativas de 

oxigênio.  

Fonte: adaptado de LACONO et al. (2011) 
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Nas últimas décadas, os estudos com probióticos aumentaram 

consideravelmente. Por volta de 5.000 publicações descrevem seus benefícios à 

saúde, assim como a capacidade de obter células viáveis no momento de entrega 

no seu órgão alvo (GOVENDER et al., 2014). Devido a isto, o mercado mundial de 

probióticos em 2011 tinha um valor estimado de 27,9 bilhões e deverá chegar a 44,9 

bilhões em 2018 (SYBESMA et al., 2015). 

Embora os probióticos sejam comercializados a nível mundial, os mercados 

mais desenvolvidos para estes produtos estão localizados em países europeus, isto 

por terem um histórico em consumir produtos fermentados. No entanto, devido à 

crise europeia nos últimos anos, os probióticos estão ganhando credibilidade na 

América do Norte por ser este um dos maiores mercado do mundo (FRANZ et al., 

2014). 

Mesmo existindo várias evidências na literatura sobre os benefícios dos 

probióticos, ainda há certa dúvida em relação aos seus efeitos. Esta incerteza é 

ocasionada pela falta de reprodutilidade dos dados, bem como de duvidas a respeito 

de como esses microrganismos atingem o intestino. Isto principalmente porque os 

seus benefícios dependem da sua sobrevivência, colonização e multiplicação no 

hospedeiro (CHOTIKO; SATHIVEL, 2016). 

Normalmente as quantidades de células viáveis variam de 109 a 1010 UFC / 

dose; no entanto, dependendo da estirpe bacteriana, alguns produtos tem se 

mostrado eficazes a níveis inferiores, enquanto que outros exigem maiores doses 

(MACIEL et al., 2014). 

2.2.1 Bactérias Probióticas 

As principais bactérias probióticas são aquelas pertencentes aos gêneros 

Lactobacillus e Bifidobacterium, além de outras bactérias como Escherichia, 

Enterococcus e Bacillus. São empregadas como suplementos probióticos para 

alimentos, uma vez que têm sido isoladas de todas as porções do trato 

gastrintestinal do humano saudável (BUTEL, 2014). Essas bactérias, além de 

conferirem flavor aos produtos alimentícios aos quais forem adicionadas, fazem 

parte dos microrganismos capazes de exercer efeitos benéficos no hospedeiro 

(ROLIM et al., 2015). 
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Tanto o íleo terminal como o cólon parecem ser os locais de preferência para 

colonização intestinal dos lactobacilos e bifidobactérias (CHEOW et al., 2014). No 

entanto, deve-se salientar que o efeito de uma bactéria é específico para cada cepa, 

não podendo ser extrapolado para outras cepas da mesma espécie (GUARNER E 

MALAGELADA, 2003). 

A escolha de bactérias probióticas tem como base os seguintes critérios: 

devem ser de origem humana; devem ser estáveis frente ao ácido e à bile; devem 

ser capazes de aderir à mucosa intestinal e de colonizar, ao menos 

temporariamente, o trato gastrintestinal humano; devem ter a capacidade de 

produzir compostos antimicrobianos e de serem metabolicamente ativas no nível do 

intestino. Além disso, devem ter histórico de não patogenicidade e não devem estar 

associadas a outras doenças, tais como endocardite, além da ausência de genes 

determinantes da resistência aos antibióticos (SEMYONOV et al., 2011). 

As bactérias lácticas são Gram-positivas, normalmente catalase negativas, 

não formam esporos e acumulam ácido lático no ambiente em que crescem como 

produto do metabolismo primário. Com isso, todos os componentes do grupo lático 

são fastidiosos e estão presentes em ambientes nutricionalmente ricos, como 

vegetais, leite, carne e trato intestinal. São anaeróbios, anaeróbios facultativos ou 

microaerófilos (BARBOSA et al.,2016). 

Estirpes de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. produzem ácido lático, 

acético e propiônico, o que reduz localmente o pH e inibe o crescimento de uma 

grande variedade de patógenos Gram-negativos. Há um estudo que relata a sinergia 

de mecanismos: a diminuição do pH do meio pelo ácido lático permeabiliza a 

membrana das bactérias Gram-negativas, permitindo assim a ação de outras 

substâncias antimicrobianas (RUTAVA e WALKER, 2009). 

Existe uma dificuldade em relação à classificação taxonômica das espécies, 

sendo que vários autores discutem este assunto. O gênero Lactobacillus engloba 

muitas espécies, sendo que algumas delas possuem genes diferentes umas das 

outras (CHÁVEZ-TAPIA et al., 2015). 

O gênero Lactobacillus conta hoje com 56 espécies reconhecidas, das quais 5 

contêm subespécies (delbrueckii, aviarius, salivarius, coryniformis e paracasei). 

Dezoito delas, presentes na microbiota intestinal de humanos, são consideradas de 

interesse como probióticos. Dentre as bactérias láticas deste gênero, destacam-se 

Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. casei subsp. paracasei e subsp. tolerans, Lb. 
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paracasei, Lb. fermentum, Lb. reuteri, Lb. johnsonii, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus e 

Lb. salivarius (KRASAEKOOPT et al., 2003). 

Dentre as bactérias pertencentes ao gênero Bifidobacterium destacam-se B. 

bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. animalis, B. longum e B. thermophilum 

(SANDERS e KLAENHAMMER, 2001). Somente cinco espécies de Bifidobacterium 

de origem humana (B. longum, B. bifidum, B. breve, B. infantis e B. adolescentis) 

têm atraído a atenção da indústria para a produção de produtos lácteos fermentados 

com fins terapêuticos (TURRONI et al.,2011). 

As bacteriocinas, pequenos peptídeos antimicrobianos produzidos por 

Lactobacillus spp., têm um estreito espectro de ação e são sobretudo tóxicas para 

as bactérias Gram-positivas, ao criar poros na sua membrana plasmática ou intervir 

nas vias enzimáticas de algumas espécies. Algumas estirpes de Bifidobacterium 

spp. são produtoras de uma bacteriocina semelhante, capaz de atuar quer nas 

bactérias Gram-positivas, quer nas Gram-negativas (BARBOSA et al.,2015; LIU² et. 

al.,2015). 

Portanto, as bactérias pertencentes aos gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium são as mais frequentemente empregadas como suplementos 

probióticos para alimentos, e seus benefícios tem sido cada vez mais explorados 

pela sua incorporação em diferentes tipos de alimentos (CHÁVARRI et al., 2010). 

2.2.2 O gênero Lactobacillus 

A procura pela presença dos lactobacilos na dieta humana cresceu desde o 

início do século XX (ALONSO e ISAY., 2007). Os lactobacillus são bactérias 

amplamente distribuídas no meio ambiente, principalmente em alimentos vegetais, 

no trato gastrintestinal e genital (ANTUNES et. al., 2007). 

O gênero Lactobacillus, da família Lactobacillaceae, é dito como um grupo 

heterogêneo de bastonetes regulares que normalmente são largos e finos, que na 

maioria das vezes formam cadeias nas suas espécies, além de serem Gram-

positivos, não esporulados e não flagelados. São estritamente fermentativos, 

armazenando ácido lático no meio como produto do metabolismo, e dificilmente 

apresentam patogenicidade (ANTUNES et al., 2007). Com o avanço das análises 

filogenéticas nos anos de 1980, existiram muitas mudanças nesse gênero. Logo, o 
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gênero Lactobacillus contém várias espécies reconhecidas (ALONSO e ISAY, 2007; 

JAY, 1994.) 

Esse gênero bacteriano possui o maior número de espécies tolerantes a meio 

ácido e normalmente associadas às fermentações de frutas, hortaliças, laticínios, 

carnes, etc. As bactérias láticas (BLs) transformam o açúcar em lactato, sendo este 

um dos processos fermentativos mais importantes aplicados na tecnologia dos 

alimentos. Ainda que alguns conceitos sobre estes microrganismos venham 

sofrendo alterações, algumas características relativas à sua morfologia, que se 

apresenta na forma de cocos ou bastonetes, além da produção de ácido lático como 

principal produto metabólico, permanecem inalteradas (COSTA et al., 2008).   

O crescimento pertencente a este gênero pode ocorrer em temperaturas de 2 

ºC a 53 ºC, com valores ótimos de 30 ºC a 40 ºC. Já com relação ao pH, o seu 

crescimento ocorre em valores iguais ou menores que 5, sendo considerados 

acidúricos, com diminuição da sua taxa de crescimento em meios neutros ou 

básicos (TRIPATHI; GIRI, 2014). 

Os Lactobacillus são microaerófilos ou anaeróbicos facultativos e, quando 

cultivados em meios sólidos, normalmente o seu crescimento é melhor em 

anaerobiose ou pressão de oxigênio reduzida e 5 a 10 % de CO2. Nos seus meios 

usados para o crescimento, os lactobacilos dificilmente produzem pigmentos que, 

quando presentes, são amarelados, laranja-ferrugem ou vermelho-tijolo (BOTELHO, 

2005; BADARÓ et al., 2008). 

As espécies Lactobacillus casei, Lb. paracasei, Lb. zeae e Lb. rhamnosus, 

que constituem o grupo taxonômico Lactobacillus casei, expõem comportamento 

fisiológico e necessidades nutricionais muito parecidas, multiplicando-se em 

condições ambientais bastante semelhantes. Seus efeitos benéficos são conferidos 

especialmente por meio da modulação da população e atividade da microbiota 

intestinal. As espécies Lb. casei/paracasei e Lb. rhamnosus compõem uma fração 

substancial da microbiota formada por Lactobacillus spp. na mucosa intestinal 

humana (ALONSO B. e ISAY S., 2007;). 

Portanto, o grupo Lactobacillus casei tem grande importância comercial por 

causa da ampla diversidade de alimentos que podem ser obtidos, além de conferir 

aroma, sabor, textura e auxiliar na bioconservação dos alimentos pelo processo de 

acidificação (LIMA et al., 2014). 

Lactobacillus rhamnosus GG é uma das bactérias probióticas mais estudadas 
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e tem sido empregada no tratamento de infecções gastrointestinais. Estudos 

demonstram que tem efeitos benéficos sobre a imunidade intestinal e, por 

consequência, é também eficaz na prevenção do início de doença atópica em 

crianças, em mães no período da gestação/lactação e/ou para os lactentes nos 

primeiros meses (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015; CHEN et al, 2016). 

Entre as características desejadas podem ser citadas a capacidade de 

sobreviver à passagem do trato gastrointestinal e a capacidade de adesão e 

posterior colonização.  A ingestão de L. rhamnosus GG promove a diminuição do 

risco de diarreia relacionada ao rotavírus nosocomial em recém-nascidos, reduz a 

duração da diarreia aguda, diminui as infecções do trato respiratório superior entre 

as crianças em creches, diminui o risco de desenvolver eczema atópico, além de 

aliviar os sintomas de eczema e diminui o risco de cáries dentárias em crianças 

(LAAKSON et. al., 2011). 

2.3 Encapsulação 

A encapsulação é um processo no qual um material, denominado de núcleo 

ou recheio, é revestido por uma cobertura ou uma parede chamada encapsulante, 

que pode estar na forma de um filme fino ou de uma camada polimérica. Dessa 

forma, a cobertura ou material de parede são usados para envolver sólidos, líquidos 

ou gases, protegendo o núcleo do ambiente externo e evitando a sua exposição 

inadequada contra condições adversas do ambiente, como a luz, a umidade e o 

oxigênio (FERREIRA et al., 2009; PORTE et al., 2011). 

Pode ser empregada para encapsular diversos materiais na indústria 

farmacêutica, como vitaminas, minerais e ácidos graxos. Outras aplicações incluem 

seu emprego em liberação de pesticidas em agroquímica, cosméticos, eletrônicos, 

biomedicina e processamento de materiais especiais (OLIVEIRA et al., 2009; 

FERNANDES et al., 2014). 

Na indústria alimentícia a encapsulação é utilizada para melhorar a 

estabilidade dos alimentos, aumentando o tempo de armazenamento e mantendo o 

seu valor nutritivo, assim como na encapsulação de microrganismos probióticos, 

melhorando a viabilidade das células e prevenindo a interação indesejável de 

substâncias alimentares em que o bioativo é incorporado (DIANAWATI et al., 2013). 
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A encapsulação de probióticos também é justificada com o intuito de melhorar a 

sobrevivência dos microrganismos sob as condições adversas como também a sua 

passagem pelo trato gastro intestinal (TGI), a fim de chegar ao intestino em um 

estado viável (ZOU et al., 2012).   

A encapsulação controla a liberação de probióticos sob condições específicas, 

fazendo com que se prolongue a vida útil dos produtos por meio do aumento da 

viabilidade dos probióticos, que é afetada pela acidez, concentrações de ácido lático 

e acético, temperatura de armazenamento, teor de oxigênio dissolvido e de peróxido 

de hidrogênio e pelo tipo e o conteúdo de agentes de encapsulação (KAMALIAN et 

al., 2014). 

O processo de encapsulação origina partículas que podem ser divididas em 

três categorias de acordo com o seu tamanho: macro- (> 5000 µm), micro- (0,2-5000 

µm) e nanocápsulas (< 0,2µm). Quanto à sua estrutura, podem ser formadas por um 

núcleo localizado na região central e circundado por um filme definido e contínuo do 

material de parede, sendo denominadas de cápsulas, ou possuírem uma geometria 

interna irregular, onde pequenas partículas de ingredientes ativos estão misturadas 

em uma matriz do agente encapsulante (esferas) (AZEREDO, 2005; SOHAIL et. al., 

2011). A Figura 3 mostra a diferença estrutural entre microesferas (A) e 

microcápsulas (B).  

 

Figura 3 - Diferença estrutural entre microesferas (A) e microcápsulas (B). 

 

 

Fonte: BAZZO (2009) 
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Dentre os métodos de encapsulação podem ser citados o método de spray 

drying, coaservação, emulsificação, liofilização e o método de extrusão (PRIANO et 

al., 2011; HE et al.,2015). A escolha da técnica de encapsulação irá depender do tipo 

do material ativo, da aplicação e do mecanismo de liberação almejado para a sua 

ação. Portanto, o que vai diferenciar entre as técnicas existentes é o tipo de 

envolvimento e o aprisionamento do material ativo pelo agente encapsulante, sendo 

que a combinação entre o material e o agente ativo pode ser de natureza física, 

química ou físico-química (ASSUNÇÃO et al., 2014; ONWULATA , 2012). 

A secagem por aspersão ou spray drying é umas das técnicas mais antigas 

empregadas para o encapsulamento de produtos alimentares Consiste em três 

etapas: a primeira fase é a pulverização de uma solução ou suspensão líquida em 

pequenas gotículas, em seguida ocorre a secagem por uma corrente de ar quente 

para produzir pequenas partículas sólidas e por fim a evaporação do solvente e a 

formação do produto sólido. Entretanto, tanto a viabilidade quanto a atividade do 

produto seco por aspersão possui um efeito negativo quando o contato das células 

com a corrente de ar quente ocorre em altas temperaturas, comprometendo a 

viabilidade celular (ALVIM et al., 2016) (Figura 4). 

 

Figura 4 – Esquema da técnica de spray drying 

 

Fonte: Adaptado de BURGAINA et. al. (2011) 
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A coacervação ou a separação de fases é um dos métodos mais antigos e 

mais simples de encapsular princípios ativos devido às condições de preparações 

simples usando solvente não-tóxico e de baixa agitação. É uma técnica que requer a 

mistura de dois polímeros com cargas opostas e com ajustes de pH, os quais são 

conduzidos à separação de fases e à formação de partículas sólidas ou gotículas de 

líquido fechadas (SARAVANAN; RAO, 2010) (Figura 5). 

 

Figura 5 – Esquema de processo geral para a preparação de microcápsulas por 

coacervação. (1) de água; (2) material do núcleo; (3) de polímero; (4) revestimento 

de deposição do polímero em cima do núcleo material; (5) microcápsulas 

 

Fonte: Adaptado de MARTINS et al., 2014. 

 

A emulsificação é uma técnica química usada para encapsular células 

probióticas por meio do preparo de uma emulsão baseada na relação entre a fase 

descontínua (célula-polímero) e a fase contínua (óleo), dando origem a 

microcápsulas compostas por uma emulsão de água em óleo. O tamanho e a forma 

das cápsulas geradas são influenciados pelas variações da velocidade de agitação e 

a proporção óleo/água (ZHANG et al.², 2016) (Figura 6). 
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Figura 6 – Representação esquemática do procedimento de emulsificação 

 

Fonte: Adaptado de BURGAIN A et al. (2011) 

 

Freeze-drying ou liofilização é a técnica mais utilizada para a proteção de 

moléculas termossensíveis e instáveis. Antes do processo de secagem, o material é 

dissolvido em água e congelado. Após isso, a água congelada passa pelo processo 

de sublimação. Dessa forma, baseia-se em um método de desidratação a baixas 

temperaturas (MUNIN; LÉVY, 2011) (Figura 7). 

 

Figura 7 – Diagrama esquemático de frascos carregados em uma câmara de um 

secador de gelo. 

 

Fonte: Adaptado de KUU et al., (2013) 

 

O método de extrusão é empregado na encapsulação de células probióticas 

usando hidrocolóides como material de encapsulamento. A mistura contendo uma 
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solução de hidrocolóide (alginato) com o microrganismo é forçada, por meio de uma 

máquina de pulverização ou um bico de agulha de seringa, em direção a um líquido 

desidratante (ex: cloreto de cálcio), que endurece a cobertura. Dessa forma, o 

material entra em contato com o líquido desidratante e a parede se endurece, e com 

isso qualquer porção oleosa é removida da superfície (VALERO-CASES; FRUTOS, 

2015). 

Trata-se de uma técnica simples, barata e de operação suave, que não causa 

danos às células probióticas, além de minimizar a perda de viabilidade das células. 

Esta tecnologia não envolve o emprego de solventes prejudiciais e pode ser feita 

sob condições aeróbicas e anaeróbicas. Uma das desvantagens desta técnica é que 

é difícil de ser aplicada em larga escala devido à lenta formação das microesferas 

(BURGAINA et. al., 2011). A Figura 8 ilustra a técnica de extrusão. 

 

Figura 8 – Técnica de extrusão. Agulha simples gotejando por ar conduzido (a); 

Dispositivo de disco fixado (b). 

 

Fonte: Adaptado de BURGAINA et al. (2011). 

 

O tamanho das partículas obtidas a partir do método de extrusão usando 

alginato como agente encapsulante é diretamente proporcional à concentração e a 
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viscosidade da solução de polímero utilizada. Por exemplo, uma diminuição na 

concentração de alginato reduz o tamanho das partículas e, por consequência, 

diminui a resistência mecânica e a estabilidade das micropartículas em condições 

gastrointestinais (SACCHETIN et al., 2010). 

Os materiais encapsulantes consistem em um grande número de polímeros 

formadores de filmes como a goma, a celulose, os carboidratos, os lipídios, as 

proteínas e os materiais inorgânicos, fazendo com que a escolha destes polímeros 

dependa das características do núcleo (PORTE et al., 2011). O agente encapsulante 

origina uma cápsula que se rompe através de um estímulo específico, permitindo 

que as substâncias ativas atuem no local ideal (SOUZA et al., 2015; SILVA et al., 

2014). 

2.4 Polímeros como agentes encapsulantes 

Nas últimas quatro décadas, houve pequenos avanços na química de 

polímeros que foram relatados. Entre esses métodos destacam-se a polimerização 

controlada (transferência de átomo de polimerização por radicais, reversível de 

polimerização de adição-fragmentação, a polimerização metátese de abertura de 

anel, etc.), polímeros de várias estruturas (linear, ramificado, hiper, dendrítica, etc.), 

e estratégias de auto-montagem para preparar polímeros moleculares (ligação de 

hidrogênio, ligantes de metal, interações iônicas). Mesmo assim, o consumo por 

esses polímeros aumenta a cada ano (GRINSTAFF; ZHANG, 2014). 

Uma ampla variedade de biopolímeros naturais ou sintéticos pode ser 

aplicada como agentes encapsulantes de compostos bioativos (FERNANDES et al., 

2014). Entre os polímeros naturais se destacam os polissacarídeos, os peptídeos e 

as proteínas. Os polissacarídeos são polímeros naturais formados pela 

condensação de um alto número de moléculas monossacarídicas (oses), podendo 

ser do mesmo ou de diversos tipos, pois sua classificação vai depender do número 

de átomos de carbono presente nas moléculas (SEVERINO et al., 2011). 

Com a expansão dos biomateriais ao longo dos anos, os polímeros 

biodegradáveis vêm sendo bastante utilizados para o transporte e liberação de 

drogas devido à sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Dessa forma, houve 

um aumento na utilização desses polímeros naturais, seja na forma isolada ou 
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combinada. Entre eles podem ser citados o alginato, agarose, colágeno, gelatina, 

fibrina e ácido hialurônico (PRAJAPAT et al., 2013; DALHEIM et. al.,2016). 

Os polissacarídeos podem ser classificados quanto a sua estrutura, 

composição química, solubilidade, fontes e aplicações. Em relação à sua 

composição, os polissacarídeos podem ser classificados em dois tipos: 

homopolissacarídeo, composto por um único tipo de monossacarídeo, e 

heteropolissacarídeo, composto por mais de um tipo de monossacarídeo (LIU¹ et al., 

2015). Como exemplos, podemos citar a celulose, o alginato e a goma arábica, que 

são homo-, co- e hetero- polissacarídeos, respectivamente (TONELI et al., 2005; 

CUNHA et al., 2009; MONTEIRO et al., 2012). 

Os polissacarídeos que são aplicados nas indústrias são extraídos de plantas, 

de algas, de animais, de fungos ou são obtidos por via microbiológica. Já quando 

são originados de plantas superiores podem ser de exsudatos, sementes, frutos e 

tubérculos. A matéria-prima das algas marinhas é empregada tanto na indústria 

alimentícia, na busca por agentes gelificantes, como na farmacêutica, com o objetivo 

de serem obtidas atividades antivirais, antitrombóticas, anticoagulantes e 

antitumorais (CUNHA et al., 2009). 

A estrutura química dos polímeros, quando em solução, tem a capacidade de 

formar géis (TONELI et al., 2005) que podem ser aplicados em uma grande 

variedade de alimentos. Quando usados como agentes espessantes, esses 

compostos têm a capacidade de aumentar a viscosidade de um líquido, originando 

suspensões com características organolépticas e texturas desejáveis em alimentos 

(MONTEIRO et al., 2012; TONELI et al., 2005). 

Os biopolímeros são compostos biocompatíveis, biodegradáveis e 

abundantes, e oferecem várias aplicações comerciais por causa da sua vasta 

variedade de propriedades funcionais, sendo eficazes em níveis muito baixos de 

concentração. Do mesmo modo, a presença de vários grupos funcionais reativos ao 

longo da cadeia polimérica favorece interações com outras espécies moleculares, 

podendo ocorrer ligação, quelação, complexação, microencapsulação, 

emulsificação, floculação, estabilização ou suspensão (GÖNEN et al., 2016). 

Os polímeros naturais estão cada vez mais sendo utilizados nas indústrias. 

Além de serem abundantes, apresentam baixa ou nenhuma toxicidade, são de baixo 

custo, susceptíveis a uma grande variedade de modificações químicas e 

potencialmente degradáveis (SOUZA et al., 2015). Os materiais à base de polímeros 
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naturais representam matrizes promissoras de entrega sistema de liberação 

controlada, devido às suas características de biodegradabilidade, 

biocompatibilidade, bioadesividade, condições brandas de gelificação, sensibilidade, 

distintas condições de pH e ampla disponibilidade (SACCHETIN et al., 2010; 

DOHERTY et al., 2011; BELHABIB et al.,2016). 

Portanto, diversos sistemas à base de biopolímeros estão sendo empregados 

como matrizes para a liberação prolongada de fármacos, princípios ativos e 

inseticidas. Um exemplo desses sistemas são as microesferas, que vem sendo 

empregadas em áreas de pesquisa (PAULA et al., 2010). Esses polímeros naturais 

são ainda usados em técnicas de encapsulação de microrganismos, fazendo com 

que ocorra um aumento da resistência das células à ação dos fatores ambientais 

(LIMA et. al., 2014). 

2.5  Alginato de sódio 

Os alginatos são polímeros extraídos de algas marrons pertencentes à classe 

denominada de Phaeophyceae. Dentre as principais algas marinhas para a 

comercialização do alginato destacam-se Macrocystis pyrifera, Laminaria 

hyperborea, Laminaria digitata e Ascophyllum nodosum (PEREIRA et. al., 2014). 

O alginato de sódio é um polissacarídeo formado por unidades de sais de 

ácidos β-D-manurônico(M) e α-L-gulurônico(G) ligadas em 1-4, unidas por ligações 

glicosídicas e difundidas em diferentes proporções ao longo da cadeia (Figura 9). 

Uma vez que o alginato é um sal de ácido algínico, é também um polímero aniônico 

solúvel em água. Isso acontece quando o pH é reduzido abaixo dos valores de pKa 

dos ácidos D-manurônico e L-gulurônico, fazendo com que ocorra a conversão em 

ácido algínico (ANNAN et al., 2008; TAGLIARI et al., 2012; SONG et al., 2013; 

SATHYABAMA et al., 2014). 
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Figura 9 – Estrutura química do alginato de sódio 

 

 

 

 

Fonte: SHAARI; KAMARUDIN (2015). 

 

Dessa forma, o ácido algínico consiste de cadeias lineares de resíduos 

arranjados na forma de blocos de ácidos manurônico (M) ou gulurônico (G), ligados 

de forma que a continuação destes resíduos na molécula seja alternada. Os 

polímeros são constituídos por blocos de homopolímeros (M- e G-) e por blocos de 

heteropolímeros (MG) (Figura 10) (FALKEBORG et al., 2015). 

 

Figura 10 – Estrutura química das regiões de blocos MM, GG e MG. Os blocos 

homopoliméricos M- e G- e os blocos heteropoliméricos MG- constituem a molécula 

de alginato. Em (A) tem-se uma sequência M—M; em (B) uma sequência G—G e 

em (C) uma sequência M—G—M. 

 

Fonte: GARCIA-CRUZ et al., 2008 
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O alginato é um polissacarídeo com cadeias lineares muito solúveis em água, 

e consequentemente forma soluções viscosas que irão diminuindo a viscosidade 

com o aumento da temperatura, originando um gel (LODEIRO et. al., 2016). 

Dentre os diversos materiais de encapsulação, o alginato tem recebido uma 

atenção especial devido à sua simplicidade, não toxicidade, biocompatibilidade, 

custo baixo e compatibilidade em relação a outros materiais. Sua capacidade de 

rápida absorção de água auxilia na formação do gel (LU-E. SHI et. al., 2013; 

ALBADRAN et al., 2015). Esse polímero vem sendo empregado em alimentos, 

cosméticos e medicamentos bem como na aplicação da indústria têxtil e de papel 

(AKIN; ISIKLAN, 2016). 

Técnicas inovadoras de encapsulação na área médica e farmacêutica estão 

sendo aplicadas hoje em dia. Entre suas várias funções temos a espessante, 

estabilizante de emulsões e de espuma, agente de encapsulação, agente de 

gelificação, agente de formação de filmes e de fibras sintéticas, entre outras 

possibilidades (MÜLLE et al., 2011). Porém, o uso em determinados produtos 

alimentares ácidos pode ser potencialmente problemático por causa da sua 

estabilidade relativamente moderada na presença de agentes quelantes em 

condições de pH baixo (NUALKAEKUL  et al., 2013). 

O alginato de sódio, em presença do cálcio e outros íons divalentes, pode 

trocar o íon sódio de sua estrutura por um íon divalente, ocorrendo a gelificação-

ionotrópica. Isso ocorre devido à interação intermolecular ionotrópica entre cátions e 

grupos carboxílicos das cadeias do alginato, promovendo uma estrutura 

tridimensional gelatinosa que permite a inclusão de algumas moléculas bioativas em 

sua matriz polimérica por meio de interações eletrostáticas e de Van Der Waals, 

devido à perda de água (NAYAK et al., 2013). 

A gelificação do alginato de sódio ocorre através da troca do Na+ dos blocos 

G com os cátions divalentes (Ca+²). Estas ligações entre os cátions bivalentes com 

as cadeias dos blocos G se acomodam em cavidades eletronegativas de maneira 

tridimensional para formar uma estrutura no formato de “caixa de ovo” ou “egg-box”. 

(NAYAK; PAL, 2011; JIAO et al.,2016), conforme ilustra a Figura 11. 
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Figura 11 – Interação dos blocos G na presença de íons Ca+2, modelo “Egg-box”. 

 

 

Fonte: PRIETO et al. (2007); RUVINOV et al.(2012) 

 

A formação da estrutura de “caixa de ovo” é mais afetada pelos blocos G 

devido à compatibilidade que os resíduos dessa estrutura têm com os cátions 

bivalentes (Ca+), aumentando dessa maneira a força do gel. Com isso, os blocos M 

e M-G são menos sensíveis a cátions e são menos resistentes aos géis comparados 

ao bloco G (NAKAUMA et al., 2016). 

Os géis de alginato são estáveis em soluções com pH baixo, porém dilatam 

em soluções fracamente básicas. Dessa forma, cápsulas de alginato podem ser 

utilizadas para proteger drogas da acidez do suco gástrico, fazendo com que permita 

a liberação subsequente no ambiente básico dos fluidos intestinais (ANNAN et al., 

2008; CHÁVARRI et al., 2010; LIMA et al., 2014). 

A capacidade do alginato de reagir com cátions polivalentes, principalmente 

íons cálcio, para produzir géis fortes ou polímeros insolúveis depende do grau de 

reticulação do polímero. A reticulação polimérica é um processo que ocorre quando 

cadeias poliméricas lineares ou ramificadas são interligadas por ligações covalentes, 

produzindo polímeros tridimensionais com alta massa molar. Quanto maior o grau de 

reticulação a estrutura se torna mais rígida. Isso resulta numa liberação lenta do 

agente incorporado, fazendo com que os sistemas sejam usados na liberação 

controlada de substâncias (TURBIANI et al., 2011). 

Portanto, a matriz mais usada para microencapsulação de probióticos é o 
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alginato devido à sua propriedade de gelificação inotrópica. Vale salientar que o que 

vai permitir que o gel seja solúvel ou insolúvel é o pH, pois quanto mais ácido for o 

gel ele fica mais insolúvel e quanto mais neutro ou básico for o gel fica mais solúvel 

(ZOU et. al.,2012). 

Estudos descrevem que baixas concentrações de alginato quando empregado 

como único polímero não melhora a viabilidade celular em contato com o estômago 

por causa do pH baixo. Já quando o alginato é revestido por um polímero 

hidrofóbico, resiste à acidez gástrica prologando a sua degradação. Com isso, a 

utilização de um polímero hidrófobo seria a melhor escolha para retardar a 

degradação das microcápsulas de alginato (LAELORSPOEN et al. ,2014). 

 

2.6 Gelatina 

O colágeno possui uma molécula de 280 nm de comprimento, com massa 

molecular de 300.000 Da, sendo estável por ligações de hidrogênio (Figura 12). Sua 

sequência de aminoácidos é, geralmente, uma unidade tripeptídica, glicina-X-prolina 

ou glicina-X-hidroxiprolina, onde o X pode ser qualquer um dos 20 aminoácidos-

padrão. Cada molécula de colágeno pode ter até três cadeias diferentes, que se 

unem na formação do procolágeno (SILVA e PENNA, 2012). 

O colágeno pode ser obtido a partir dos tecidos conjuntivos dos animais, cuja 

maior concentração está nas cartilagens e nos ligamentos das juntas ósseas. É uma 

proteína de origem animal que resulta da degradação hidrolítica, seja ela ácida ou 

básica, resultando a gelatina, completamente desnaturada, que não contém glúten, 

colesterol, gordura ou carboidratos em sua composição. Tanto o colágeno 

desnaturado (gelatina) quanto o não desnaturado tem excelente bicompatibilidade, 

biodegradibilidade e fraca antigenicidade. (ZHANG¹ et. al., 2016). 
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 Figura 12 – Estrutura do colágeno: (a) forma de triplete presente nas matrizes 

colagênicas; (b) tropocolágno; (c) hélice tripla. 

 

Fonte: SIONKOWSKA (2006).  

 

A gelatina é originada a partir da desnaturação parcial da tripla hélice do 

colágeno ou do colágeno hidrolisado. Por ser uma proteína solúvel em água, ela tem 

grande importância nas propriedades de gelificação, estabilização, texturização, 

emulsificação, adesividade, sedimentação e de capacidade de encapsulamento 

(CEBI et al., 2016). 

Tem uma vasta aplicação tanto na indústria alimentícia como na de 

cosméticos e fármacos. Na indústria farmacêutica, são amplamente usadas para o 

tratamento de feridas, revestimento de comprimidos e produção de soft e cápsulas. 

Na indústria alimentícia, a gelatina pode ser aplicada em confeitarias, em geleias, 

produtos de panificação, produtos de carne, textura, capacidade de ligação de água, 

emulsificação e de estabilização de espuma. Como também pode ser hidrolisada 

enzimaticamente para preparar peptídeos bioativos, os quais são tidos como uma 

fonte importante de aditivo alimentar (YU et al., 2016). 

Na maioria das vezes, a gelatina é obtida a partir de mamíferos, 

especialmente de(do tecido epitelial e ósseo)e porco, peles de vaca e ossos. Em 

consequência disso, fontes diversas, particularmente subprodutos de 

processamento de peixe incluindo a pele, osso, etc. ganharam atenção para 

produção de gelatina por causa da sua disponibilidade e a necessidade de aumentar 

o seu valor agregado (SAE-LEAW et al., 2016). 
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Por ser de fonte natural, a gelatina possui matrizes tridimensionais que são 

usadas para a cultura de células de mamíferos e aplicações de liberação controlada 

de drogas. Trata-se de um polímero reversível, que em solução dissolve em água 

morna com temperaturas próximas de 35 ºC formando um hidrogel (sol-gel). Isto 

acontece devido às interações intermoleculares da gelatina formando uma rede 

tridimensional entre as moléculas. Já em temperaturas acima de 35 ºC ocorre uma 

interrupção destas interações e a conversão do hidrogel em solução (BISWAL et al., 

2016). 

Em virtude dessas caracteristicas, a sua produção é realizada em grande 

escala e seus preços são relativamente baixos, explicando, portanto, o grande 

interesse em seu uso devido às suas propriedades multifuncionais, como também na 

capacidade de formar géis estáveis (GONÇALVES et al., 2015). 

É um polímero considerado seguro pela FDA além de ser acessível, 

biocompatível e biodegradável. É um biopolímero de combinação de proteínas de 

alto peso molecular solúveis em água. A sequência peptídica His-Gly-Pro-Leu-Gli-

Pro-Leu (797 Da) é relatada como um captador de radicais que são capazes de 

impedir a peroxidação lipídica (OLIVEIRA² et al., 2016). 

A gelatina é uma substãncia anfótera que possui uma parte catiônica (gelatina 

tipo A, obtida por uma hidrólise ácida do tecido epitelial de porco) e outra aniônica 

(gelatina tipo B, obtida por uma hidrólise alcalina do colágeno bovino) ao longo dos 

grupos hidrofóbicos presentes na cadeia. A molécula da gelatina possui 

aproximadamente 13 % de cargas positivas (lisina e ariginina), 12 % de carga 

negativa (ácido glutamico e aspartico), 11 % de cadeias hidrofóbicas (leucina, 

interleucina, valina e metionina) e o final da cadeia é composto de glicina e 

hidroxiprolina (ELZOGHBY, 2013). A Figura 13 representa a composição da gelatina. 

 

Figura 13 – Estrutura química parcial da gelatina 

 

Fonte: ELZOGHBY, 2013. 
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As propriedades funcionais da gelatina estão interligadas com a composição 

dos aminoácidos e distribuição do peso molecular. Os aminoácidos (prolina e 

hidroxiprolina) são conhecidos em desempenhar um papel importante na 

reestruturação da gelatina durante a gelificação, pois são responsáveis pela 

estrutura tripla hélice da gelatina. A gelatina com maior teor de aminoácidos 

apresenta melhor propriedade viscoelástica, já que apresenta maior capacidade de 

formação do gel. A gelatina de peixe tem menor teor de aminoácidos, com isso o seu 

poder gelificante também é menor do que a gelatina mamífera (CHEN² et al., 2015). 

As propriedades físico-químicas das gelatinas são normalmente influenciadas 

por diversos fatores, tais como o método de preparação e as propriedades 

intrínsecas, incluindo a composição química, a sequência de aminoácidos, bem 

como o comprimento dos componentes da cadeia da proteína. Além do mais, as 

propriedades funcionais e o comprimento dos polipeptídios de gelatina podem ser 

influenciados pelas substâncias químicas utilizadas para o pré-tratamento, por 

exemplo, a temperatura e o tempo durante a extração. A prolina e a hidroxiprolina 

afetam as propriedades gelificantes, térmicas e funcionais da gelatina 

(JONGJAREONRAK et al., 2010). 

A gelatina é um material capaz de formar películas para a formação de 

invólucros de cápsulas que se dissolvem rapidamente em fluidos biológicos à 

temperatura do corpo, por causa de seu material hidroscópico que é altamente 

sensível. Ela também possui característica que a torna adequada para o processo 

de fabricação de cápsulas, géis, formação de películas e propriedades ativas de 

superficies (BARHAM et al., 2015). 

As coberturas das cápsulas a partir de proteínas (caseína, gelatina, soja, 

zeína, glúten e albumina de ovo) e os biofilmes são boas barreiras ao O2 e CO2, 

sendo os materiais mais empregados em ambientes com baixa umidade relativa. Em 

alta umidade essas proteínas são muito susceptíveis à absorção de umidade e 

dissolução. Além disso, a alta permeabilidade ao vapor de água em função do 

caráter hidrofílico dos filmes à base de proteínas limita sua aplicação na formação 

de embalagens (OLIVEIRA et al., 2012). 

Diversos materiais de parede podem ser utilizados na microencapsulação, 

entre eles temos a gelatina que está sendo vastamente estudada e utilizada em 

combinação com outros polímeros para o encapsulamento, devido às suas 

propriedades muco-adesivas, que são de grande importância para as células alvo 
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(ROHRER et. al., 2015). 

Dessa forma, a sua principal função é diminuir a desidratação dos alimentos e 

das microcápsulas bem como estender a vida de prateleira desses produtos, 

fornecendo barreiras contra riscos de contaminação (OUSSALAH, 2004). 

2.7 Pectina 

A pectina é um polímero de origem vegetal constituído de polissacarídeos 

heterogêneos, e caracteriza-se por ser um polissacarídeo aniônico, linear, natural e 

não tóxico. Localiza-se em paredes de células de plantas superiores e contribui para 

a rigidez e a integridade do tecido. Logo, é a macromolécula mais complexa da 

natureza (GUO et al., 2016). 

É um polissacarídeo parcialmente esterificado com grupos carboxílicos 

esterificados com metanol, unidos por ligações glicosídicas α- 1,4 ácidos 

galacturônicos em uma longa cadeia molecular, apresentando uma estrutura química 

complexa (BAYON et al., 2016). Pode ser composta de 17 monossacarídeos 

diferentes a partir de 20 distintas linhagens (Figura 14). 

 

 Figura 14 - Estrutura química parcial da pectina. 

 

Fonte: YADAV et. al. (2009). 
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Devido à ampla variedade de matérias-primas, existem diferenças no poder 

gelificante de preparações de pectina. A pectina comercializada pode ser 

classificada com um alto peso molecular (acima de 50 %) ou um baixo peso 

molecular (abaixo de 50 %), dependendo do grau de substituição dos grupos 

carboxilas por grupos metoxila (-OCH3), presentes nos monômeros de ácido D-

galacturônico (SAHA et al.,2016) (Figura 15). 

 

Figura 15 – Pectina de alto e baixo teor de metoxilação 

 

Fonte: Adaptado de THARANATHAN (2003). 

 

A pectina é composta principalmente dos seguintes polímeros estruturais: 

homogalaturonano (HG), que representa a cadeia principal da pectina, 

ramnogalacturonano-I(RG-I), que está localizada em uma área altamente ramificada, 

e ramnogalacturonano-II(RG-II), que foi isolado das paredes celulares primárias. 

Estes polissacarídeos são ligados covalentemente uns aos outros, porém possuem 

ligações não-covalentes, como  Ca²+, ligações de hidrogênio e interações 

hidrofóbicas (KYOMUGASHO et. al., 2015; GÓMEZ et. al., 2016; LIN  et. al., 2016). 

(Figura 16). 

 



 _______________________________________________________________________________ 44 

Figura 16 – Estrutura da pectina 

 

Fonte: YADAV et al. (2009) 

 

A pectina com alto grau de esterificação na presença de açúcares forma géis 

em meio ácido. Já a pectina com baixo grau de esterificação possui um maior 

número de grupos livres de ácido carboxílico, que quando em contato com íons 

bivalentes, como por exemplo o Ca+2, resulta na formação de uma rede continua 

formando um “egg-box” (FRAEYE et al., 2010; MIERCZYNSKA et al., 2015). 

O mecanismo de gelificação acontece da seguinte forma: em altas 

temperaturas e com pH baixo a pectina de alta-metoxilação (HMP) favorece as 

interações hidrofóbicas (Figura 17.b), e em baixas temperaturas ocorrem as ligações 

de hidrogênio entre os grupos carboxílicos sem a dissociação(Figura 17.a). Já as 

pectinas de baixa-metoxilação (LMP) é favorecida em pH elevado na presença de 

Ca+2, se ligando por interações iônicas formando a “caixa de ovo”(Figura 17.c). 

Dessa forma, a formação da gelificação da pectina de baixa-metoxilação é 

favorecida por um pH mais elevado do que a de alta-metoxilação devido as 

interações eletrostáticas do íon Ca+2 requererem um certo número de grupos 
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carboxílicos dissociados. (KASTNER et. al., 2012). O mecanismo de gelificação da 

pectina é mostrado na Figura 17. 

 

Figura 17 – Mecanismo de gelificação da pectina 

 

Fonte: KASTNER et al. (2012). 

 

Nota: a: As ligações de hidrogênio entre os grupos carboxilo, sem dissociar. b: 

Interações hidrofóbicas. c: interações iônicas aleatórias (ligações cruzadas) entre 

grupos carboxílicos dissociados. Os grupos carboxílicos fazem pontes com Ca+2 

formando um “egg-box”. 

 

Entre os produtos de extração mais importantes da pectina temos a polpa de 

maçã e a casca de frutas cítricas, as quais dão origem a pectinas de alto grau de 

metoxilação que são amplamente utilizadas na indústria alimentícia como 

espessantes e gelificantes ou como excipientes devido à sua não toxicidade na 

indústria farmacêutica. Além do girassol, que é fonte de pectina de baixo teor de 

metoxilação (LIU¹ et al., 2015). 

A extração e o isolamento de pectina podem ser realizados por diversas 

maneiras, utilizando métodos químicos, enzimáticos ou tratamentos físicos. A 

extração química é um método bastante utilizado na produção de pectina (YULIARTI 

et al., 2015). 

Com relação as suas propriedades estruturais, destaca-se a capacidade de 

gelificação, biocompatibilidade, não toxicidade, espessante, biodegradabilidade, 

solubilidade em água, além de apresentar uma grande importância na indústria de 

alimentos e medicamentos (OLIVEIRA et. al., 2016). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

 Desenvolver microcápsulas probióticas utilizando alginato de sódio, pectina e 

gelatina e sua aplicação. 

 

3.2  Específicos 

 Avaliar as melhores concentrações de encapsulamento utilizando alginato de 

sódio, pectina e gelatina; 

 Caracterizar as microcápsulas quanto aos aspectos físico-quimicos, 

morfológicos. 

 Avaliar a vabilidade celular ao longo do tempo. 

 Caracterizar por infravermelho e análise térmica das microcápsulas úmidas e 

desidratadas. 

 Determinar os parâmetros físico-quimicos das microcápsulas e das células 

livres no leite.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Materiais 

Foram utilizados no experimento alginato de sódio (GRINDSTED®/média 

viscosidade); Pectina (Genu® pectin tipo B-rapid LM); Gelatina em pó (Vetec); Citrato 

de sódio 2H2O P.A. (Quimica Moderna 14560); Cultura probiótica Lactobacillus 

rhamnosus (UFPEDA); Caldo MRS (Merck); Cloreto de cálcio P.A. (Química 

Moderna); Cloreto de sódio P.A. (Química Moderna); Cloreto de Potássio P.A. 

(Química Moderna); Fosfato de sódio dibásico P.A. (Vetec); Fosfato de potassio 

monobásico P.A. (Vetec); Glicose (Nuclear); Ágar-ágar (Ágar brasileiro). Agulha 22G 

(25 x 0,7 mm; Descarpack); seringa de 5 mL. 

4.2 Equipamentos 

Foram utilizados o equipamento centrífuga (Excelsa tm II Centrifuge Mod. 206 

BL), Incubadora BOD (MB155/3), Thermal analyzer TA-60 WS (Shimadzu), Agitador 

de tubos (Phoenix AP56), Bomba peristáltica (Gilson, minipuls 3), Banho 

termostatizado (TE 184 Tecnal), Agitador shaker (shaker Ma 563), Biorreator (Tec-

Bio-V 4,5 litros- Tecnal), centrífuga (80-2B, Marconi), Peneiras de análise 

granulométrica (a bronzinox), Espectrofotômetro (modelo 640 – IR da Varian), 

Microscópio eletrônico de Varredura EVO LS15 (ZEISS), Metalizador de ouro Q150 

TES (QUORUM).  

4.3 Microrganismo 

Foi utilizada uma cepa de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, proveniente 

da coleção de culturas do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPEDA). 
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4.4 Manutenção da cultura 

Uma alçada da cultura mantida em tubo inclinado com meio MRS Ágar foi 

inoculada em frasco Erlenmeyer de 250 mL de capacidade contendo 50 mL de meio 

caldo MRS (Merck). Após crescimento celular por 24 h, as células foram 

centrifugadas (Excelsa tm  II Centrifuge Mod. 206 BL) a 3500 rpm por 10 minutos. 

Foi preparado um meio para o processo de liofilização composto por 10 % de 

sacarose e 1 % de gelatina. Adicionou-se 3 mL da suspensão (células centrifugadas 

+ meio de liofilização) em frascos de penicilina e estes foram colocados por 12 horas 

em freezer a - 80 °C. A suspensão foi liofilizada por 24 horas a - 50 °C, com vácuo a 

1720 mT. Para a contagem de bactérias para determinação da viabilidade celular ao 

longo do tempo, o material liofilizado foi resuspendido com 3 mL de solução salina 

estéril (NaCl 0,85 % p/v). 

4.5 Curva de crescimento celular 

O crescimento celular de L. rhamnosus foi avaliado com o objetivo de 

identificar a fase de crescimento exponencial do microrganismo, de forma a serem 

obtidas células nesta etapa de cultivo para serem usadas nos ensaios de 

encapsulação. O cultivo foi realizado em frascos autoclaváveis de 500 mL contendo 

um volume de meio de 100 mL. Foi empregado o meio caldo MRS, sendo este 

inoculado com um volume de inóculo correspondente a 5 % (v/v). O inóculo foi 

preparado a partir de suspensões de 2 mL de solução salina estéril (NaCl 0,85 % 

p/v) por frasco liofilizado. O cultivo foi realizado a 37 oC por 24 h. Amostras foram 

retiradas ao longo do tempo para avaliar a concentração de células viáveis durante o 

crescimento celular. Os ensaios foram realizados em quintuplicata. 

4.6 Ensaios de encapsulação 

Foram realizados dois planejamentos experimentais para o preparo das 

cápsulas contendo alginato/gelatina e alginato/pectina. As variáveis investigadas 

foram as concentrações dos polímeros e a variável resposta foi a concentração de 

células viáveis nas cápsulas. Os planejamentos foram do tipo fatorial completo, com 
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duas variáveis e triplicata no ponto central, totalizando 7 experimentos. As Tabelas 1 

e 2 mostram as condições experimentais testadas. 

 

Tabela 1 – Planejamento fatorial completo empregado nos ensaios de encapsulação 

de L. rhamnosus em cápsulas de alginato e gelatina (2 variáveis e triplicata no ponto 

central). 

Ensaios Concentração de alginato 
(%) (m/v) 

Concentração de gelatina 
(%) (m/v) 

1 -1 (1) -1 (0,1) 

2 +1 (5) -1 (0,1) 

3 -1 (1) +1 (0,5) 

4 +1 (5) +1 (0,5) 

5 0 (3) 0 (0,3) 

6 0 (3) 0 (0,3) 

7 0 (3) 0 (0,3) 

 

Tabela 2 – Planejamento fatorial completo empregado nos ensaios de encapsulação 

de L. rhamnosus em cápsulas de pectina e gelatina (2 variáveis e triplicata no ponto 

central). 

Ensaios Concentração de pectina 
(%) (m/v) 

Concentração de gelatina 
(%) (m/v) 

1 -1 (1) -1 (0,1) 

2 +1 (5) -1 (0,1) 

3 -1 (1) +1 (0,5) 

4 +1 (5) +1 (0,5) 

5 0 (3) 0 (0,3) 

6 0 (3) 0 (0,3) 

7 0 (3) 0 (0,3) 

 

Inicialmente, as células foram cultivadas de acordo com a metodologia 

descrita no item 4.5 durante 14 h, tempo necessário para atingir a fase de 

crescimento exponencial. Em seguida, as células foram centrifugadas a 3500 rpm 

por 10 minutos, os pellets foram lavados uma vez com solução estéril de tampão 
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salina-fosfato PBS a 0,1 M e ressuspensos em 5 mL do mesmo tampão de forma a 

ser obtida uma suspensão celular com aproximadamente 109 UFC/mL. 

 

Os ensaios de encapsulação foram realizados de acordo com NUALKAEKUL 

et al. (2013), com uma modificação em relação às proporções volumétricas de 

suspensão celular e solução do polímero empregado no teste. Neste trabalho, um 

volume de 5 mL da suspensão celular foi misturado com 5 mL da solução do 

polímero a ser testado. As soluções poliméricas foram pasteurizadas previamente a 

72 oC por 30 s em banho-maria e imediatamente resfriadas em banho de gelo. A 

pasteurização foi utilizada em substituição à esterilização a 121 oC para minimizar a 

hidrólise dos polímeros.  

As suspensões de células/alginato ou células/pectina foram bombeadas com 

o auxílio de uma bomba peristáltica (Gilson, minipuls 3) a uma vazão de 1,66 mL/min 

(Figura 18), sendo extrudadas por meio de uma agulha estéril de 22 G (25 x 0,7 mm 

22G1) sobre uma solução de CaCl2 0,15 M (20 mL). As microesferas foram deixadas 

em repouso por 30 min (Figura 19), sendo posteriormente coletadas por meio de 

uma peneira (Figura 20). 

 

Figura 18 – Sistema de extrusão para a obtenção das cápsulas de alginato de sódio 
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Figura 19 – Microcápsulas em repouso em solução de CaCl2 

 

 

Figura 20 – Grânulos de alginato de cálcio. 

 

4.7 Revestimento dos grânulos com gelatina 

Após o preparo das cápsulas, estas foram recobertas com gelatina, sendo 

colocadas em tubos Falcon de 50 mL de capacidade contendo 30 mL de soluções 

aquosas de gelatina, previamente preparadas com as concentrações previstas no 

planejamento experimental e pasteurizadas conforme descrito anteriormente. As 

suspensões foram agitadas a 300 rpm por 10 min em agitador shaker para tubos 

(Ma 563), e em seguida as cápsulas foram recolhidas e lavadas com uma solução 

estéril de tampão salina-fosfato PBS a 0,1 M. Todas as cápsulas foram armazenadas 

sob refrigeração a 4 oC em frascos tipo penicilina contendo água estéril, para os 

testes posteriores de caracterização. 
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4.8 Análise estatística 

Para a análise estatística dos resultados foi utilizado o programa Statistic® 8.0 

(StatSoft. Inc. 1984-2007), sendo considerados estatisticamente significativos os 

resultados com p < 0,05. 

4.9 Caracterização das cápsulas 

4.9.1 Tamanho das cápsulas 

Foram escolhidos de forma aleatória 12 grânulos de cada ensaio, e realizadas 

fotografias dos grânulos com o programa de processamento de imagens 

Fiji/ImageJ. 

4.9.2 Contagem de células viáveis 

As concentrações de células viáveis das amostras que passaram pelo 

processo de liofilização, das suspensões celulares obtidas a partir do ensaio de 

crescimento celular e das suspensões usadas para os ensaios de encapsulação 

foram determinadas a partir de diluições decimais seriadas das amostras em solução 

salina estéril (NaCl 0,85 % p/v). Para a contagem do material liofilizado, o material foi 

resuspendido em 3 mL de solução salina. 

Para a contagem de células viáveis das microcápsulas, uma massa de 0,2 g 

de cápsulas úmidas foi colocada em tubo Falcon contendo 4,5 mL de solução de 

citrato de sódio 1,5 % (p/v) até a completa dissolução das partículas. Em seguida, a 

amostra foi submetida a diluições decimais seriadas em solução salina estéril (NaCl 

0,85 % p/v). 

Um volume de 200 µL de amostras diluídas foi inoculado em placas de Petri 

contendo meio MRS Ágar suplementado com 2% (p/v) de glicose pelo método pour 

plate. As placas foram incubadas por 72 h a 37 °C e os resultados foram expressos 

em Unidades Formadoras de Colônias (UFC) por mL de suspensão ou por g de 

cápsula úmida. 
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4.9.3 Atividade de água 

A atividade de água (Aw) foi determinada nas microcápsulas úmidas durante a 

avaliação do tempo de estocagem. Foi utilizado o equipamento PawKit Water Activity 

Meter® (Figura 6), de acordo com as instruções do fabricante. Os ensaios foram 

realizados em duplicata. 

4.9.4 Teor de umidade 

A umidade das cápsulas (Xp) foi determinada segundo a metodologia descrita 

de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1997). Uma 

massa de 5 g da amostra foi levada a estufa por 3 horas a temperatura de 105 °C. 

Após resfriamento em dessecador, a massa foi pesada e o procedimento repetido 

até obtenção de peso constante (mpesocte). A umidade foi calculada por meio da 

Equação 1. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

    
 

        
                          (1) 

4.9.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier – FTIR 

As análises FTIR foram realizadas no CENAPESQ (Centro de Apoio a 

Pesquisa) da UFRPE. Os espectros FTIR foram obtidos por espectrômetro modelo 

640 – IR da Varian, utilizando a pastilha KBr. Foram obtidos em um intervalo de 

números de onda de 400 a 4000 cm-1. 

4.9.6 Analise térmica 

Inicialmente, o equipamento DTA 60 (SHIMADZU®) foi calibrado seguindo as 

normas do fabricante, a fim de obterem-se resultados mais precisos. As amostras 

foram mantidas em dessecador até sua pesagem e acondicionamento em micro-

cadinhos. Os equipamentos foram dotados de cadinho de referência (vazio de 

mesmo material ao da amostra). Para obtenção das curvas foi utilizado o programa 
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TA 60 (SHIMADZU®). As análises foram realizadas no Laboratório de Física e 

Química de Materiais Poliméricos do Departamento de Física da UFRPE.  

Os parâmetros utilizados foram cadinho de platina, gás de arraste de 

Nitrogênio, razão de aquecimento de 10ºC/min e uma faixa de temperatura de 30 °C 

até 800 ºC. 

4.9.7 Avaliação da viabilidade dos microrganismos encapsulados durante a 

estocagem 

A viabilidade dos microrganimos microencapsulados foi determinada por meio 

de contagens realizadas imediatamente após o preparo das microcápsulas e após 

30, 60, 90 e 120 dias de estocagem à temperatura de 8 oC e imersas em água 

destilada estéril. A Figura 21 apresenta as microcápsulas armazenadas. 

 

Figura 21 – Microcápsulas armazenadas para estudo de viabilidade. 

 

4.9.8 Microscopia eletrônica de varredura 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi realizada no Laboratório de 

Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da UFPE. As microcápsulas foram fixadas em 

uma fita dupla face em stubs de alumínio e recobertas por uma fina camada de ouro. 

As imagens foram obtidas por um Microscópio eletrônico de varredura EVO LS15 em 

uma voltagem de 20.00 KV. 
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4.9.9 Incorporação do probiótico no leite 

Foram utilizados frascos tipo Erlenmeyer de 500 mL de capacidade contendo 

100 mL de volume de leite adicionado de microrganismo (células livres e 

encapsuladas). O volume de células livres adicionado foi de 10 µL a partir da 

suspensão celular concentrada obtida como descrito no item 4.5 (109 UFC/mL), 

enquanto que a quantidade de cápsulas úmidas adicionada foi de 10 g (106 UFC/g 

de cápsulas úmidas), de forma a serem obtidas concentrações iniciais de células 

viáveis de 105 UFC/mL. As amostras foram mantidas a 37 oC por 36 h, sendo 

avaliadas as concentrações de células viáveis ao longo do tempo. As cápsulas 

utilizadas foram elaboradas de acordo com a metodologia descrita no item 4.6. Os 

experimentos foram realizados em duplicata. 

4.9.10 Caracterização físico-química do leite probiótico 

A caracterização físico-química das amostras fermentadas foi realizada por meio 

da determinação de umidade, cinzas e proteínas de acordo com os Métodos Analíticos 

Oficiais ASSOCIATION OF OFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC,1997). Os 

ensaios foram realizados em triplicata. O pH foi determinado por potenciometria. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Curva de crescimento celular 

A Figura 22 mostra a curva de crescimento celular de L. rhamnosus em meio 

caldo MRS, podendo ser observado que nas condições experimentais empregadas a 

concentração de células no início do cultivo é de 5 x 107 UFC/mL. A concentração 

celular atinge 3 x 108 UFC/mL após 14 h de fermentação, sendo atingida uma 

velocidade específica de crescimento celular de 0,15 h-1. A elevada concentração 

inicial de células é devido à alta concentração celular do material liofilizado (107 

UFC/mL) que foi usado como inóculo. SOHAIL et al. (2012) obtiveram uma 

concentração de  108 UFC/mL de Lactobacillus rhamnosus cultivado em caldo MRS 

a 37 °C mas apenas após 24 h de cultivo. 

 

Figura 22 – Curva de crescimento celular de Lactobacillus rhamnosus em meio 

caldo MRS 
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VOO et al. (2011) investigaram a estabilidade de cápsulas de pectina e de 

alginato/pectina contendo uma cultura mista de Lactobacillus reuteri, L. brevis, L. 

salivarius e L. gallinarum. Os microrganismos foram cultivados em caldo MRS a 37 

ºC e as células foram recuperadas por centrifugação no início da fase estacionária 

de crescimento celular para posterior adição às soluções dos polímeros. Neste 

trabalho, foi selecionado o tempo de 14 h de cultivo para a obtenção das células a 

serem submetidas aos ensaios de encapsulação. 

5.2 Ensaios de encapsulação 

5.2.1 Microcápsulas de alginato e gelatina 

As Figuras 23, 24 e 25 mostram a superfície de resposta, a curva de contorno 

e o gráfico de Pareto, respectivamente, para a variável concentração de células 

viáveis de L. rhamnosus em função da concentração de alginato e da concentração 

de gelatina. A maior concentração de células viáveis (4,2 x 109 UFC/g) foi obtida 

para as concentrações de 1 % de alginato e 0,1 % de gelatina. Os resultados 

indicam que a concentração de células viáveis diminui com o aumento das 

concentrações dos polímeros. 

A análise de variância aplicada aos resultados da matriz do planejamento é 

mostrada no gráfico de Pareto (Figura 25). A magnitude dos efeitos é representada 

pelas colunas, enquanto que a linha transversa às colunas representa a magnitude 

dos efeitos com significado estatístico para p= 0,05, ou seja, valores estatísticos com 

95 % de confiança. 

Observa-se que a concentração de alginato foi a variável que influenciou de 

forma mais significativa a variável resposta, atingindo um efeito estimado negativo 

de -4,59, ou seja, menores concentrações de alginato induzem a um aumento da 

concentração de células viáveis. A variável concentração de gelatina e o fator de 

interação alginato/gelatina não influenciaram a variável resposta. Este resultado 

indica que o recobrimento das cápsulas com gelatina não exerce um efeito positivo 

sobre a viabilidade celular das microcápsulas. 
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Figura 23 – Superfície de resposta para a concentração de células viáveis de L. 

rhamnosus em função da concentração de alginato e da concentração de gelatina. 

 

 

 

Figura 24 – Curva de contorno para a concentração de células viáveis de L. 

rhamnosus em função da concentração de alginato e da concentração de gelatina. 
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Figura 25 – Gráfico de Pareto para a concentração de células viáveis de L. 

rhamnosus em função da concentração de alginato e da concentração de gelatina. 
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KAMALIAN et al. (2014) investigaram as diferentes concentrações de alginato 

e alginato/quitosana e observaram um aumento da viabilidade celular de 

Bifidobacterium G4 com um aumento da concentração do alginato. Por outro lado, 

LÉONARD et al. (2014) relataram que maiores concentrações de alginato 

diminuiram significativamente a viabilidade celular de Lactococcus lactis quando 

comparado com alginato/caseína. 

Resultados semelhantes foram relatados por LOTFIPOUR et al. (2012), 

quando mostraram que o aumento da concentração de alginato ocasionava uma 

diminuição da viabilidade celular de Lactobacillus acidophilus. Sugere-se que um 

aumento da concentração do polímero dê origem a uma estrutura rígida das 

cápsulas, o que pode dificultar a liberação das células bacterianas. 

As microcápsulas de alginato/gelatina foram analisadas a olho nu, sendo 

observado que as mesmas eram aproximadamente esféricas e de cor opaca. Nas 

diferentes concentrações de alginato de sódio, percebeu-se também que a utilização 

de 1 % deste polímero resultou em microcápsulas menos homogêneas quando 
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comparadas com as demais concentrações (Figura 26). Já com as concentrações de 

3 e 5 %, observou-se que os grânulos formados apresentaram-se mais uniformes, 

mais homogêneos e arredondados. Estas caraterísticas também foram observadas 

por BELŠČAK-CVITANOVIĆ et al. (2015). 

Resultado idêntico foi observado por LUO et al. (2016), quando observaram 

que as microcápsulas de alginato possuíam características semi-translúcidas de cor 

branca, sendo a maioria esféricas. 

Considerando os resultados mostrados acima, foi definida a condição de 

preparo de microcápsulas de alginato/gelatina contendo 1 % de alginato e 0,1 % de 

gelatina para os ensaios posteriores de caracterização das microcápsulas. 

 

Figura 26 –  Cápsulas úmidas de 1% alginato e 0,1% de gelatina 

 

5.2.2 Microcápsulas de pectina e gelatina 

A avaliação estatística dos resultados das microcápsulas obtidas com pectina 

não foi satisfatória, ou seja, as variáveis concentrações de pectina e concentração 

de gelatina não foram estatisticamente significativas. Em alguns experimentos, 

inclusive, não foi observada a formação das microcápsulas de 1% de pectina.  

Observando as cápsulas a olho nu, estas se apresentaram de forma 

aproximadamente esférica e cor opaca. Já com relação ao preparo das 

microcápsulas nas diferentes concentrações, percebeu-se que a concentração de 1 

% de pectina não favoreceu a formação das cápsulas. Entretanto, com as 

concentrações de 3 e 5 %, observou que os grânulos formados apresentaram-se 

uniformes e esféricos.  

A gelificação da pectina de baixa-metoxilação é favorecida por um pH mais 
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elevado do que a de alta-metoxilação devido as interações eletrostáticas do íon 

Ca+2, que requer um certo número de grupos carboxílicos dissociados. 

Segundo ORMUS et al. (2015), a pectina de baixa metoxilação (LM) é um 

biopolímero carregado negativamente que é utilizado como espessante na ausência 

de íons cálcio ou como gelificante na sua presença.  Algumas pectinas, dependendo 

da sua origem, possuem grupos hidroxílicos que podem estar acetilados nas 

posições dois e três, interferindo assim em sua capacidade de formar géis. 

LO¨FGREN et al. (2007) confimam esta teoria e afirmam que pectinas de 

baixa metoxilação na presença de íons cálcio são capazes de formar gel em valores 

elevados de pH. Considerando que neste trabalho o pH da solução de pectina foi de 

4,5, não houve a formação de cápsulas de pectina devido à baixa concentração do 

polímero e do baixo valor do pH. 

PREZOTTI et al. (2014) verificaram que a pectina de baixa metoxilação com 

concentrações superiores a 2 % permitiu a formação de partículas esféricas, 

enquanto que concentrações inferiores a 2 % (0,5 %, 1 % e 1,5 %) não foram 

suficientes para a formação da cápsula. 

5.2.3 Atividade de água  

A atividade de água é definida como água livre no produto, favorecendo dessa 

forma o crescimento de bactérias. Em geral, há uma variação na atividade de água 

dos alimentos; alimentos muitos secos apresentam uma atividade de água de 0,2, já 

alimentos úmidos apresentam uma atividade de 0,99. Atividade de água baixa é 

essencial para uma boa sobrevivência dos probióticos durante seu armazenamento, 

melhorando assim a estabilidade do produto. Com isso, é aconselhável uma 

atividade inferior a 0,25 durante seu armazenamento em longo prazo. 

(VESTERLUND et al., 2012).  

Dessa forma, a atividade de água é um fator que afeta a viabilidade dos 

probióticos durante o processamento, o armazenamento e a passagem do trato 

gastrointestinal (ALBADRAN et al., 2015). As microcápsulas úmidas de Lactobacillus 

rhamnosus apresentaram uma atividade de água de 0,95. De acordo com JIMÉNEZ 

et al.(2015) os resultados da atividade de água das microcápsulas úmidas de 

Lactobacillus paracasei variaram de 0,2 a 0,3. Já de acordo com CASTRO-
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CISLAGHI et al.(2012) os resultados de atividade de água de microcápsulas 

contendo Bifidobacterium  foram menores do que 0,3. Com isso, as microcápsulas 

deste trabalho não são adequadas para aplicação em alimentos com baixa atividade 

de água. 

5.2.4 Teor de umidade 

O teor de umidade é um fator importante na conservação e na viabilidade de 

microrganismos. As microcápsulas úmidas de alginato contendo Lactobacillus 

rhamnosus apresentaram teor de umidade de 97,68% ± 0,026. Resultados 

semelhantes foram encontrados por LI et. al. (2011). Os autores justificam este alto 

valor de umidade como sendo característico de micropartículas produzidas com 

polissacarídeos formadores de géis, devido à sua capacidade de retenção de água. 

Resultado análogo foi observado por BELŠČAK-CVITANOVIĆ et al. (2015), que 

obtiveram um teor de umidade de 95 %, devido ao poder de retenção de água que o 

polímero apresenta. 

O alto teor de umidade encontrado nas amostras é devido ao fato das 

amostras terem sido armazenadas em água estéril, além de serem formadas por um 

polímero altamente higroscópico (CANO-CHAUCA et al., 2005). A Figura 27 mostra o 

aspecto visual das amostras após secagem. 

 

Figura 27 – Aspecto visual das microcápsulas após secagem 
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5.2.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier – FTIR 

Os espectros de absorção no infravermelho foram usados para identificar a 

composição das amostras a partir dos grupos funcionais presentes nos polímeros. 

As Figuras 28, 29 e 30 mostram os espectros do alginato puro, da cápsula úmida e 

da cápsula desidratada, respectivamente. 

Na Figura 28 observa-se a banda 3430 cm-1 referente ao grupo funcional O-H 

que se estende em torno da banda. O pico presente em 2929 cm-1 é atribuído ao 

estiramento simétrico e assimétrico de C-H. O pico observado em 2150 cm-1 é 

atribuído ao grupo CO². O aumento da intensidade do pico em 1611 cm
-1

 é 

referente ao estiramento simétrico do COO-, o pico 1416 cm-1 é referente ao 

estiramento assimétrico do COO-, o pico 1304 cm-1 é referente ao grupo C-O, e os 

picos 1093 cm-1 e 1031 cm-1 estão associados ao estiramento referente ao grupo C-

O. Os picos 946 cm-1, 890 cm-1 e 818 cm-1 são devido ao grupo C-H do grupo 

piranose (anel do alginato) (FALKEBORG et al., 2015; HONG-YAN et al., 2015; 

BEKHIT et al., 2016). 

Observamos na Figura 29 a banda 3443 cm-1 referente ao grupo funcional O-

H devido à presença de grande quantidade de água. O pico observado em 2218 cm-

1 é atribuído ao grupo CO². O aumento da intensidade do pico em 1639 cm
-1

 do 

grupo –CONH² indica que o grupo negativo do alginato pode se associar com a 

carga positiva da gelatina. O pico 1420 cm-1 é referente ao estiramento assimétrico 

do COO-. Os picos 1090 cm-1 e 1036 cm-1 estão associados ao grupo C-O das 

unidades gulurônicas, o pico 943 cm-1 refere-se ao grupo C-H do anel piranose 

(DEVI et al., 2012 ;GHAFFAR et al.,2012 ;XIAO et al.,2014). 
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Figura 28 - Espectro infravermelho do alginato de sódio em KBr. 

 

 

 

Figura 29 - Espectro infravermelho da cápsula úmida contendo alginato-gelatina em 

KBr. 

 

 

 

Podemos observar na Figura 30 a banda 3454 cm-1 referente ao grupo 

funcional O-H ligado ao hidrogênio. O pico observado em 2185 cm-1 é atribuído ao 

grupo CO². O aumento da intensidade do pico em 1637 cm
-1

 do grupo –CONH² 

(C=O) indica que o grupo negativo do alginato pode associar-se com a carga 

positiva da gelatina. O pico 1422 cm-1 é referente ao estiramento assimétrico do 
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COO- ligado ao hidrogênio do alginato. O pico 1310 cm-1 é referente ao grupo C-N 

da gelatina, o pico observado em 1254 cm-1 refere-se ao grupamento C-O, o pico 

1031 cm-1 está associado ao grupo C-O, o pico 942 cm-1 ao grupo C-H. Com a 

secagem das cápsulas, as moléculas de água foram afetadas e as bandas 

diminuíram (GÓMEZ-ORDÓÑEZ, RUPÉREZ, 2011; DEVI, KAKAT, 2013; SARKER et 

al., 2014). 

 

Figura 30- Espectro infravermelho da cápsula desidratada contendo alginato-

gelatina em KBr. 

 

 

 

Os resultados obtidos são semelhantes aos observados por ISIKLAN, 

KÜÇÜKBALCI (2012) para os picos 3400 cm-1 a 2500 cm-1 dos grupos funcionais O-

H e C-H. Os resultados de 1600 cm-1 a 1400 cm-1 se assemelham aos resultados 

obtidos por SANGEETHA et al. (2013) dos grupos funcionais COO-. O pico 1028 cm-

1 do grupo C-H relatado por TU et al. (2015) difere dos resultados do presente 

estudo. Já SAARAI et al. (2013) afirmam que o pico de 1030 cm-1 é do grupo 

funcional C-O.  

Nas Figuras 29 e 30 observamos um pico com intensidade entre 1637 cm
-1

 e 

1639 cm
-1

 comprovando a presença do grupo funiconal –CONH² que está presente 

na gelatina, visto que o alginato puro não apresentou esse pico (WEI et al., 2014) 
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5.2.6 Análise Térmica 

A análise térmica é um grupo de técnicas por meio das quais uma 

propriedade física de uma substância e/ou de seus produtos de reação é medida em 

função da temperatura e/ou tempo, enquanto essa substância é submetida a um 

programa controlado de temperatura.  

As técnicas termoanalíticas utilizadas foram DTA (Análise Térmica Diferencial) 

e TGA (Análise Termogravimétrica). DTA é uma técnica térmica de medição contínua 

das temperaturas da amostra e um material de referência termicamente inerte, que 

envolve uma mudança na energia durante o aquecimento ou arrefecimento de uma 

amostra em um forno. Este processo inclui reações endotérmicas que são devido à 

desidratação e a decomposição da amostra e reação exotérmicas que são por causa 

da combustão ou até mesmo da cristalização do material amorfo (GOOCH, 2011). 

TGA é uma técnica termoanalítica que acompanha a perda ou o ganho de massa da 

amostra em função da temperatura em uma atmosfera inerte. Ela consiste em um 

processo termoanalítico utilizado para analisar a decomposição térmica da amostra 

(GAŠPAROVICˇ et al., 2012). As curvas TGA permitem obter conclusões sobre a 

estabilidade térmica da amostra. 

As Figuras 31 e 32 mostram os resultados das análises das microcápsulas 

úmidas e secas pelas duas técnicas citadas acima. 

Notando a linha DTA da amostra das microcápsulas úmidas e secas (Figura 

31), observa-se um evento térmico onde ocorreu a maior perda de massa de caráter 

endotérmico, porém neste caso a perda de água das microcápsulas úmidas e secas 

ocorreu em um processo muito parecido. Isso acontece porque as microcápsulas 

contém água, embora a amostra seca apresentasse menos água que a úmida. 

Segundo WU et. al. (2011), o pico endotérmico das microcápsulas de alginato é 

devido à evaporação de água. ANBINDER et al. (2011) analisaram as interações na 

encapsulação entre o alginato e a quitosana e observaram que o alginato sem a 

quitosana apresentou picos endotérmicos em torno de 132 ºC 

Observa-se a desidratação das microcápsulas úmidas e secas, com perda de 

massa polimérica e perda de massa secundária. A amostra possui dois estágios: o 

primeiro, que vai até 150 ºC, e o segundo que ocorre por volta de 400 ºC, onde 

ocorre a decomposição. 
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Figura 31- Sobreposição das curvas DTA das microcápsulas úmida (1) e seca (2) 

 

 

A curva de TGA (Figura 32) para as microcápsulas úmidas e secas mostra 

uma curva típica de perda de massa. O resultado indica que até 100 º C a amostra 

continha um baixo teor relativo da matéria orgânica, sendo que a partir desta 

temperatura a amostra degradou-se rapidamente durante o aquecimento até 800 ºC. 

A degradação oxidativa térmica dos polímeros pode fornecer informações 

importantes sobre a forma como materiais poliméricos se comportam sob diferentes 

condições atmosféricas (LIU et al., 2013). 

Conforme STOJANOVIC et al. (2012), a decomposição térmica dos polímeros 

inclui três processos, que são a decomposição térmica, a remoção de água (que é a 

desidratação) e a despolimerização acompanhada pela ruptura de ligações C-O e C-

C que dão origem a CO, CO2 e H2O. Os autores observaram que as curvas de TGA 

da encapsulação de Thymus serpyllum utilizando o alginato de sódio ocorreu entre 

40-160 ºC, mostrando que houve a liberação da água em diferentes temperaturas de 

acordo com a sua interação com o polímero. 
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Figura 32- Sobreposição das curvas TGA das microcápsulas úmida (1) e seca (2), 

na razão de aquecimento de 10 ºC.min-1. 

 

 

A Temperatura de Transição Vítrea (Tg) observada foi de 27 °C, sendo 

percebida no gráfico pela mudança na linha de base. Este resultado é favoravel em 

se tratando da amostra do probiótico, já que esta teria sua atividade biológica 

preservada em temperaturas inferiores. 

A curva de Tg das microcápsulas de alginato com revestimento de gelatina 

mostra comportamento térmico das microcápsulas úmida e seca, que obtiveram uma 

perda de massa similar entre os eventos térmicos onde ocorreu o maior percentual 

de perda de massa a partir da temperatura de 27 ºC e finaliza por volta de 100 ºC. 

Já ANBINDER et al. (2011) apresentaram uma temperatura de transição de 50,8 ºC 

e finalização em 100 ºC, sendo obtida uma estabilidade satisfatória do produto. As 

microcápsulas apresentaram uma perda de massa de 99,8%. 

5.2.7 Microscopia eletrônica de varredura 

A morfologia superficial das microcápsulas foi estudada por meio das 

micrografias obtidas por MEV (microscopia eletrônica de varredura). O processo de 

metalização (Figura 33) nessas amostras foi importante para observar a porosidade, 
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rugosidade e o revestimento das microcápsulas. 

 

Figura 33 - Metalização das cápsulas 

 

 

A morfologia das micropartículas secas por microscopia eletrônica de 

varredura mostrou uma alta aglomeração levando a uma perda da forma esférica 

(Figura 34 A) e de tamanhos variados (Figura 34 B).  Entretanto, a observação em 

um aumento maior mostra que alguns fragmentos mantiveram o contorno esférico 

(Figura 34 D). Na Figura 34 C pode-se observar que a superfície das microcápsulas 

é formada por estruturas não homogêneas constituídas por partículas poliédricas. 

Isto também foi relatado por FINOTELLI et al. (2010), quando observaram partículas 

poliédricas nas microcapsulas de alginato e quitosana. 

O tamanho médio das cápsulas variou de 1,532 mm (Figura 35) a 1,9 mm 

(Figura 36). As imagens apresentadas por SOHAIL et al.(2011) mostraram um 

resultado semelhante à Figura 36, com microcápsulas de alginato contendo 

Lactobacillus rhamnosus produzidas pelo método de extrusão apresentando um 

tamanho de 1,9 mm. 

O processo de secagem das microcápsulas pode explicar essa variação de 

tamanho, além da ocorrência de rachaduras. Este aspecto de rachaduras foi 

observado no trabalho de SHEN et al. (2011), quando imobilizaram β-galactosidase 

em cápsulas de alginato/gelatina. RAJAM et al. (2012) investigaram microcápsulas 

de alginato contendo Lactobacillus plantarum e observaram que após a secagem 

das cápsulas as micropartículas apresentaram forma irregular e elevada porosidade. 

CÓRDOBA et al. (2013) obtiveram esferas de alginato de cálcio com uma 

distribuição de tamanho homogênea e com valor médio de 3,7 cm, sendo obtido um 

grau elevado de esfericidade quando comparado ao presente trabalho. Por outro 

lado, CHAN et al. (2011) obtiveram grânulos de alginato de cálcio com algumas 
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fissuras sobre a superfície. 

 

 

Figura 34 – Microscopia eletrônica de varredura das microcápsulas de alginato 

recobertas com gelatina (A) e (B).  Aspecto externo da microcápsula (C). Aspecto 

interno da microcápsula (D) 
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Figura 35 - MEV tamanho da microcápsulasde alginato 

 

Figura 36 - MEV tamanho da microcápsulasde alginato 

 

 

 

No estudo de ABBASZADEH et al. (2014) foi observado o efeito de diferentes 

concentrações de alginato e quitosana sobre o tamanho e o aspecto dos grânulos. 

Em relação ao tamanho, este variou entre 1,38 mm para concentrações maiores de 

alginato e quitosana e 1,64 mm para concentrações menores de alginato e 

quitosana. Embora a concentração de quitosana não tivesse nenhum efeito 
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significativo em relação ao tamanho do grânulo, o diâmetro do grânulo diminuiu 

significativamente (p < 0,05) com o aumento da concentração do alginato, por causa 

das ligações entre o COO- do alginato com o íon Ca+2 resultando na diminuição do 

tamanho da cápsula. 

Segundo TOTOSAUS et al. (2013) microcápsulas de alginato de sódio 

contendo bactérias lácticas apresentaram uma superfície enrugada, ondulada, macia 

e de formato irregular. Isso acontece devido aos géis ionotrópicos formados por íons 

de cálcio possuírem uma maior concentração do polímero na superfície, resultando 

numa superfície irregular. 

 

 

 

5.2.8 Avaliação da viabilidade dos microrganismos encapsulados durante a 

estocagem 

Durante o processamento e/ou armazenamento dos microrganismos pode 

ocorrer o dano celular e a perda de atividade. Deste modo, a microencapsulação 

apropriada assegura que os microrganismos sobrevivam ao processamento e que 

permaneçam viáveis ao longo do armazenamento (THOMAS et al., 2014). 

A gelatina, por ser um polímero anfótero, com pH abaixo do seu ponto 

isoelétrico, pode formar complexos com polissacarídeos aniônicos, tais como o 

alginato, através de interações eletrostáticas, a fim de melhorar a biodisponibilidade 

de Lactobacillus rhamnosus no decorrer do encapsulamento (SARAVANAN & RAO, 

2010). 

A Tabela 3 mostra a concentracão de células viáveis de L. rhamnosus em 

cápsulas de alginato revestidas com gelatina durante 120 dias de armazenamento a 

8 oC, sendo observada uma diminuição da concentração celular de 1010 para 105 

UFC/g após 120 dias. 
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Tabela 3 - Concentracão de células viáveis de L. rhamnosus em cápsulas de 

alginato revestidas com gelatina durante 120 dias de armazenamento a 8 oC 

 

Tempo (dia) UFC/g 

1 3,6 x 1010 

10 2,3 x 1010 

20 1,4 x 107 

30 3,5 x 107 

40 1,9 x 107 

50 1,1 x 106 

60 1,3 x 107 

70 1,9 x 107 

80 1,6 x 106 

90 1,3 x 106 

100 2,7 x 105 

110 1,2 x 106 

120 1,4 x 105 

 

 

 

 

Contrário a esse resultado, TRABELSI et al. (2014) observaram que 

Lactobacillus plantarum não sobreviveram em microcápsulas de alginato revestidas 

com gelatina. Já CHÁVARRI et al. (2010) microencapsularam Lactobacillus gasseri 

em cápsulas de alginato-quitosana e observaram que após 28 dias de 

armazenamento a viabilidade celular diminuiu de 109 para 107 UFC/mL. 

BRINQUES, AYUB (2011) avaliaram a eficiência das microcápsulas 

refrigeradas a 4 ºC  com o intuito de reduzir as perdas da viabilidade celular com 

menos de 38 dias de incubação.  Os resultados mostraram que tanto as células 

imobilizadas com pectina quanto as com alginato-quitosana tiveram a menor perda 

de viabilidade. 

5.2.9 Incorporação do probiótico no leite 

Os resultados obtidos para a concentração de células livres de Lactobacillus 

rhamnosus durante o cultivo em leite inoculado com células livres e encapsuladas 

em alginato são mostrados na Figura 37. Observa-se que a concentração celular 
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aumenta ao longo do tempo para ambos os experimentos, sendo que para as 

células encapsuladas observou-se uma liberação gradual das células, atingindo 2,8 

x 105 UFC/mL após 32 h, enquanto que para as células livres foi atingida uma 

concentração de células viáveis de 107 UFC/mL após 36 h de cultivo. Segundo 

DIMITRELLOU et al. (2016) e KRASAEKOOPT e WATCHARAPOK (2014) eles 

observaram que Lactobacillus casei atingiu uma concentração de 107 UFC/mL no 

leite incorporado com células livres e encpasuladas. 

De acordo com PETROV et al. (2006), L. rhamnosus ATCC 7469 apresenta 

genes localizados no cromossomo que codificam a utilização de lactose, resultando 

em taxas de conversão de lactose em lactato acima de 90 % em cultivos com 

células livres. Esses mesmos autores avaliaram o processo de obtenção de ácido 

lático a partir de lactose por Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 em células livres e 

imobilizadas em gel de poliacrilamida. Os autores avaliaram concentrações iniciais 

de lactose de 5 a 30 g/L e observaram que para concentrações deste açúcar abaixo 

de 11 g/L não foi observada inibição do crescimento pelo substrato no cultivo com 

células livres. No presente trabalho, a concentração de carboidrato (lactose) é de 45 

g/L. Dessa forma, sugere-se que concentrações celulares maiores que 107 UFC/mL 

podem ser obtidas com menores concentrações de lactose no meio. 

Ainda segundo PETROV et al. (2006), o cultivo com as células imobilizadas 

em gel de poliacrilamida a uma concentração de lactose de 11 g/L apresentou uma 

fase lag mais longa. Os autores concluem que este polímero pode ser usado para 

preservar o microrganismo sob condições de estocagem a baixas temperaturas 

quando comparado com as células livres. 

Uma alternativa eficiente e econômica para o cultivo de Lactobacillus 

rhamnosus ATCC 7469 é o emprego de soro de leite. De acordo com FITZSIMONS 

et al. (2007), o soro de leite contém, em média, 93% de água, 5% de lactose, 0,9 a 

0,7% de proteínas, 0,5 a 0,3% de gordura, 0,2% de ácido lático e pequenas 

quantidades de vitaminas. BOVO et al. (2014) avaliaram o crescimento de L. 

rhamnosus HOWARU® LYO 40 DCU em meio caldo MRS e em meio à base de soro 

de leite (MMW) a 37 oC por 24 h. Os autores observaram uma maior concentração 

celular no meio MMW (9,84 log UFC/mL) do que no meio MRS (9,63 log UFC/mL). 

 

Figura 37 - Concentração de células viáveis de Lactobacillus rhamnosus durante o 

cultivo em leite inoculados com células livres e encapsuladas em alginato 
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LIEW et al. (2005) realizaram um estudo de otimização das condições de 

cultivo de L. rhamnosus ATCC 7469 e observaram que a concentração de células 

viáveis atingia o valor máximo (9,35 log UFC/mL) a pH 6,9, solução de vitaminas 

1,28 % (v/v) e concentrações de glicose e de extrato de levedura de 5 % (v/v) e 6 % 

(v/v), respectivamente. Estas diferenças de crescimento celular para a mesma cepa 

é explicada pela influência das condições de cultivo, tais como pH, temperatura, 

formulação do meio, concentração de inóculo, tempo de incubação, entre outros, 

sobre o crescimento celular de lactobacilos. 

Os resultados das análises físico-químicas para o leite com células livres e 

encapsuladas de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 são mostrados na Tabela 4. 

Pode-se verificar que os resultados obtidos indicam que o teor de proteínas para 

ambas as amostras de leite é superior ao teor proteico normalmente encontrado em 

leites fermentados comerciais (2 %), resultados próximos foi observado por 

THOMAZ et al.(2012).  

 

Tabela 4 - Análises físico-químicas para o leite inoculados com células livres e 

encapsuladas de L. rhamnosus ATCC 7469 

AMOSTRA Proteínas (%) Cinzas (%) Umidade (%) 

Leite – células livres 2,97 ± 0,06 16,1 ± 0,7 88,0 ± 0,1 

Leite – células encapsuladas 2,55 ± 0,34 17,3 ± 0,6 89,6 ± 0,1 
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6 CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a fase exponencial de 

cultivo de Lactobacillus rhamnosus em meio caldo MRS foi atingida com 14 h de 

cultivo, sendo selecionada esta condição para a obtenção de células para os 

ensaios de encapsulamento. 

As microcápsulas produzidas por meio da técnica de extrusão com alginato 

como agente encapsulante foram adequadas para a microencapsulação de 

Lactobacillus rhamnosus, enquanto que as microcápsulas obtidas com pectina não 

foram satisfatórias. A partir desses resultados, foi selecionada a condição de 1 % de 

alginato e 0,1 % de gelatina para a obtenção das microcápsulas probióticas. 

Encontram-se várias publicações de trabalho falando sobre a 

microencapsulação de probióticos. No entanto, na literatura não publicaram 

microcápsulas de alginato contendo Lactobacillus rhamnosus recobertas por gelatina 

utilizando a técnica de extrusão, tornando estre trabalho inovador. 

A análise térmica do material indicou uma temperatura de transição vítrea (Tg) 

acima da temperatura de armazenamento das microcápsulas, o que garante a 

cristalização das microcápsulas. 

A concentracão de células viáveis de L. rhamnosus em cápsulas de alginato 

revestidas com gelatina durante 120 dias de armazenamento a 8 oC diminui em 5 

ciclos logaritmos, atingindo 105 UFC/g. 

A incorporação de cápsulas de alginato revestidas com gelatina contendo L. 

rhamnosus em leite resulta no aumento gradual da concentração celular ao longo do 

tempo, atingindo 2,8 x 105 UFC/mL após 32 h, enquanto que para as células livres 

foi atingida uma concentração de células viáveis de 107 UFC/mL após 36 h de 

cultivo, concentração mínima terapêutica recomendada para probióticos na 

estocagem do produto. 
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