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Técnicas e materiais empregados na
microencapsulacao de probiodticos

RESUMO

A microencapsulacdo consiste na técnica de envolver materiais sdlidos, liquidos ou
gasosos em pequenas capsulas que liberam seu conteudo sob condi¢des controladas. Esta
tecnologia tem sido utilizada para manter a estabilidade de probidticos durante o
processamento e estocagem dos alimentos, além de aumentar a resisténcia no decorrer
do trato digestério, possibilitando que estes cheguem ao intestino grosso com condigbes
de sobrevivéncia e colonizagdo. Durante o processo de microencapsulacdo, a escolha do
material encapsulante é uma etapa de grande importancia e deve se basear nas
caracteristicas do composto bioativo, na aplicacdo pretendida e no método de formacdo
das particulas. Existem diversas técnicas que tém sido empregadas na elaboragdo de
microcapsulas e a selecdo do método mais adequado deve ser realizada com base nas
propriedades fisicas e quimicas do material que serd encapsulado e do agente
encapsulante, analisando-se a finalidade de aplicagdo do ingrediente alimenticio. O
presente trabalho visa a revisdo dos principais métodos e agentes encapsulantes utilizados
na microencapsula¢do de micro-organismos probidticos.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias acidos laticos; encapsulacdo; estabilidade.
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INTRODUCAO

Os probidticos sdao micro-organismos vivos que, quando aplicados regularmente
e, em quantidade adequada, conferem beneficios a saude do hospedeiro
(DRUNKLER; SENE; FARINA, 2005).

Seu consumo deve estar associado a uma alimentacao equilibrada e habitos de
vida saudaveis. No Brasil, a legislacdo estabelece que a quantidade minima de
bactérias probidticas vidveis no alimento deve estar situada entre 10%® a 10°
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) na porcdo recomendada para consumo
didrio do produto pronto para o consumo. Valores menores podem ser aceitos,
desde que a empresa comprove sua eficacia, de acordo com a lista de alegacdes
de propriedade funcional e de saude (BRASIL, 2008).

Bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sao principalmente usadas
para esse fim, mas também outros géneros (Enterococcus, Bacillus) e leveduras
tém sido utilizados como probidticos (COOK et al., 2012). Estudos diversos tém
fornecido evidéncias clinicas dos beneficios gerados pelos probidticos em
numerosas condicGes como, por exemplo, diarreia aguda (LEE et al., 2015),
intolerancia a lactose (ALMEIDA et al., 2012), doencas inflamatdrias intestinais
(CLARKE et al., 2012) e efeitos adversos do uso de antibidticos (MAZIADE et al.,
2015). Além das afeccOes associadas ao trato digestério, também tem sido
mostrado sua utilidade no tratamento de doencas alérgicas (ISOLAURI et al.,
2012) e cancer (NAMI et al., 2014), além de melhorar a utilizacdo de nutrientes e,
por conseguinte, o valor nutricional dos alimentos (SAAD et al., 2013).

No entanto, para que estes micro-organismos exercam os efeitos benéficos, eles
devem ser capazes de suportar as condicGes acidas do estbmago, bem como as
condicdes biliares no intestino delgado (KENT; DOHERTY, 2014), ja que estes sdo
os principais obstaculos para a sobrevivéncia dessas bactérias ingeridas e, por
isso, representam um desafio a industria (ANNAN; BORZA; HANSEN, 2008). Além
disso, a sobrevivéncia destes durante o processamento e armazenamento de
alimentos é também essencial para o desenvolvimento de produtos que possuam
uma quantidade adequada de células viaveis (PINTO et al., 2015).

Desta forma, vem se buscando novas estratégias para a manutengdo da
viabilidade, dentre elas, a utilizacdo de tecnologias de microencapsulagdo, que
tem sido sugerida como um método promissor para a protegao dos probidticos
(RAJAM; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015) e que pode ser definida como a
tecnologia que consiste em envolver materiais sélidos, liquidos ou gasosos em
pequenas capsulas que liberam seu conteddo sob condi¢cdes controladas
(NESTERENKO et al., 2013; XING et al., 2014). O material encapsulado é
denominado de recheio ou nlcleo, e o material que forma a capsula,
encapsulante, cobertura ou parede (Barreto et al., 2015). O mecanismo de
protecdo exercido ocorre por causa da formacdo de membranas ou sistemas de
paredes, que envolvem o material microencapsulado ou recheio (XING et al.,
2014).

Alguns aspectos bdsicos devem ser considerados no desenvolvimento de
sistemas microencapsulados, tais como a natureza e a estabilidade do material a
ser encapsulado, o processo de microencapsulagdo, as caracteristicas do
polimero encapsulador e as caracteristicas do produto a ser obtido (NAZZARO et
al., 2012).
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Desta forma, o artigo tem por objetivo avaliar as principais técnicas e materiais
empregados na microencapsulacdo de probidticos através de revisdo da
literatura.

MICROENCAPSULAGAO DE PROBIOTICOS

A microencapsulagdo vem sendo avaliada na obtengdo de alimentos probidticos
como uma forma de protecdo das células vidveis aos extremos de calor e
umidade (ZHANG et al., 2015), bem como na manutencdo da viabilidade da
bactéria/levedura durante a vida util do produto, prevenindo altera¢des
sensoriais (FAVARO-TRINDADE et al., 2011; COOK et al., 2012; FAREEZ et al.,
2015).

A utilizacdo da microencapsulacdo também pode aumentar a resisténcia das
bactérias no decorrer do trato digestério, visto que esse meio possui elevada
acidez, além da presenca de enzimas e da bile, possibilitando que as bactérias
cheguem ao intestino em quantidade, com condi¢cdes de sobrevivéncia e de
colonizacdo (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007; FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

A microencapsulacdo é um método capaz de promover a liberagcdo controlada do
material encapsulado, sendo que varios mecanismos podem ser usados para seu
acionamento, como mudanca de pH, estresse mecanico, temperatura, atividade
enzimatica, tempo, forca osmdtica, fermentacdo bacteriana, entre outras
(COOK et al., 2012).

Vérios estudos demonstram a viabilidade na aplicacdo de probidticos
microencapsulados em leites fermentados (RIBEIRO et al., 2014), queijos (OZER
et al., 2009), sorvetes (CHAMPAGNE et al., 2015), férmulas infantis (KENT;
DOHERTY, 2014), produtos carneos (WANG et al., 2015), sucos de frutas
(KRASAEKOOPT; WATCHARAPOKA, 2014), indicando que esta técnica pode
proteger estes micro-organismos de condigdes adversas, mantendo maior
estabilidade durante o processamento, armazenamento e, inclusive, durante a
passagem pelo trato digestério.

TECNICAS EMPREGADAS NA MICROENCAPSULAGAO DE PROBIOTICOS

Diferentes métodos sdo utilizados para a producdo de microcdpsulas que, em
geral, podem ser divididos em trés grupos (SOHAIL et al., 2011).

a) fisico-quimicos: coacervagdo simples ou complexa (separacdo de fase aquosa),
evaporacdo emulsdo solvente (separacdo por fase organica), emulsdo
solidificacdo, envolvimento lipossémico;

b) métodos fisicos: spray drying, spray coating, spray chilling, gelificacdo ionica,
leito fluidizado, extrusdo, centrifugacdo com multiplos orificios, co-cristalizacédo,
liofilizacdo;

c) métodos quimicos: polimerizacdo interfacial, inclusdo molecular.
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A selecdo do método depende do tamanho desejado da microcdpsula e da
aplicacdo que serd dada a mesma, do mecanismo de liberacdo e das
propriedades fisico-quimicas, tanto do material ativo, quanto do agente
encapsulante (COOK et al., 2012; ASSUNCAO et al., 2014). Dentre todos estes
acima citados, os descritos abaixo sdo os mais comuns na literatura quando
associados aos probidticos.

Na coacervacdao complexa, a formacao dos complexos de biopolimeros deve-se
principalmente as interacdes eletrostaticas que dependem do grau de ionizacdo
dos polimeros e, portanto, do pH (DE KRUIF; WEINBRECK; DE VRIES, 2004). A
coacervacao depende da carga liquida do sistema, sendo consequentemente
influenciada pela estequiometria, por parametros estruturais dos biopolimeros e
pelas condi¢cdes do meio como pH, forca ibnica, temperatura e natureza dos
reagentes (PRATA, 2006).

No método de emulsificacdo as capsulas sdo formadas a partir de duas etapas: a
dispersao de uma fase aquosa, contendo as células bacterianas e uma suspensao
polimérica, dentro de uma fase organica, como dleo, resultando em uma
emulsdo de agua em dleo; e a solidificacdo das cdpsulas por um agente
geleificante. A emulsificacdo normalmente resulta em cdpsulas de pequenos
didmetros, além de ser facilmente aplicada em grande escala (MORTAZAVIAN et
al., 2007); porém, pode produzir microcdpsulas com grandes variacoes de
tamanho e forma (KENT; DOHERTY, 2014).

A microencapsulacdo por spray drying envolve a dispersdao das células em uma
solucdo polimérica que é atomizada na camara de secagem (SILVA et al., 2014).
Isso leva a evaporacdao do solvente e, consequentemente, a formacdo das
microcapsulas (MARTIN et al., 2015).

A microencapsulacdo porspray chilling, também conhecido como spray
cooling e spray congealing, é uma técnica semelhante ao spray drying. No
entanto, fundamenta-se na inje¢do de ar frio para permitir a solidificagdo da
particula. As microparticulas sdo produzidas por uma mistura contendo o
ingrediente ativo (ou recheio) e o agente encapsulante na forma de goticulas.
Essa mistura é pulverizada por um atomizador ou bico aspersor e entra em uma
camara, na qual o ar circula a baixa temperatura (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007).
O esquema do método, bem como o desenho do equipamento estdo
apresentados nas Figura 1.

A gelificacdo iGnica ocorre por ligagdo de um hidrocoléide com ions, tipicamente
gelificacdo de polissacarideos negativamente carregados mediada por cations,
por exemplo, entre alginato, carragena ou pectina com ions como o calcio
(BUREY et al., 2008).

Dentre as técnicas de microencapsulacdo de probidticos, a extrusdo é a mais
popularmente empregada, devido ao baixo custo e simplicidade, além de ndo
envolver altas temperaturas (FAVARO-TRINDADE et al., 2011; KENT; DOHERTY,
2014). No método de extrusdo, o material do nucleo na forma liquida, fundido ou
em solucdo, é lancado através do orificio de um tubo fino ou seringa para formar
microgotas, cujo tamanho sera dependente do diametro do orificio e da
velocidade de saida do material. As gotas contém o material de revestimento ou
este é adicionado quando as gotas caem ou sdo injetadas. A solidificacdo do
material de revestimento pode ocorrer por evapora¢do do solvente, difusdo do
solvente ou reagdo quimica (KRASAEKOOPT; BRANDARI; DEETH, 2003).
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Figura 1 — Esquema de processo de refrigeracao por spray chilling e equipamento
utilizado na microencapsulagao.

Mistura do micleo e
material encapsulante
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U

Microparticulas solidas

Fonte: (ALVIM et al., 2013).

A técnica de polimerizagdo interfacial ndo tem sido frequentemente utilizada,
porém, demonstrou que é possivel obter uma alta viabilidade das bactérias
lacticas para as suas possiveis aplicacées em alimentos Yafiez-Fernandez, Ramos-
Ramirez e Salazar-Montoya, (2008), avaliaram a caracterizacdo reoldgica de
dispersGes e emulsGes utilizadas na preparacdo de microcapsulas, bem como as
microcdpsulas obtidas a partir de goma arabica, goma de gel e goma de sementes
de algaroba, onde obtiveram uma viabilidade de Lactobacillus sp. de 46,7%,
utilizando a técnica de polimerizagdo interfacial.

Apesar das vdrias técnicas de microencapsulagdo atualmente existentes, o
grande desafio é selecionar a mais eficiente e apropriada, considerando a espécie
bacteriana, a aplicagdo a que sera destinada e, em especial, o tipo de material de
revestimento (ANAL; SINGH, 2007).

Na tabela 1 estdo descritas as principais vantagens, desvantagens e aplicagdes de
métodos de microencapsulagdo.
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Tabela 1. Principais vantagens, desvantagens e aplicagdes dos métodos de microencapsulagdo

: PRINCIPAIS PRINCIPAIS PRINCIPAIS -
METOBO VANTAGENS DESVANTAGENS APLICAC@ES REFERENCIAS
Técnica IndUstria de
Coacervagao versatil, ?Iém Ag!omerag§9 daSN a!imehtos, (JAMEKHORSHID;
. de maior particulas, utilizagdo vitaminas,
simples ou , . SADRAMELI;
controle do de aldeido no enzimas,
complexa , FARID, 2014)
tamanho das processo proteinas e
particulas medicamentos
Evaporacgdo Simplicidade do - P (LI; ROUAUD;
P I |
emulsio- método, baixo | 0dusao em escala ndustriade o\ CELET, 2008)
laboratorial farmacos
solvente custo
Pode ser Microcapsulas com .l:\t(;tzsi:: ZZ
Emulsdo- utilizada em variacdo de . (KENT; DOHERTY,
e alimentos,
solidificacao escala tamanho e forma, - 2014)
. . encapsulagdo de
industrial elevado custo o
probidticos
Baixo custo,
Equipamento e
técnica Microcdpsulas ndo Amplamente
ivel if ili N
acesanve , uni orrp(?s, perqa (':Ie .utl |,zad.a na (MARTIN et al.,
produgdo em materiais sensiveis industria de 2015)
I li
. . esca ? ao calor, a |mentcis, (SILVA et al.,
Spray drying industrial, como aroma e encapsulagdo de 2014)
.solublltzagao outros c?mpostos probllotlc.os, (KENT: DOHERTY,
instantanea e volateis industria 2014)
estabilidade farmacéutica e
elevada das quimica.
capsulas
Envolve
temperaturas Baixa capacidade de IndUstria de
baiAxas., encapsuINagéo e a!imer.1tos, (PEDROSO et al.,
Sorav chillin econdmico, expulsdo do vitaminas, 2012)
pray g pode utilizar material do nucleo enzimas,
lipidios como durante o probidticos e
material de armazenamento medicamentos.
parede,
Baixo custo,
implicidade d . .
Slrr:Ztlt;:(l:loa neéo0 Método mais Amplamente
envolve’altas trabalhoso, uti::i)zada na (FAVARO-
necessita de e TRINDADE et al.,
o temperaturas, industria de
Extrusao ode ser avangos alimentos e 2011)
’.J. tecnoldgicos para - (KENT; DOHERTY,
utilizado em N encapsulagdo de
. producdo em escala o 2014)
sistema A ) probidticos
L industrial
aerdbico e
anaerdbico
Gelificacio Uso de baixa Industria (JAMEKHORSHID;
iénicg temperaturae  Alta permeabilidade farmacautica SADRAMELI;
baixo custo FARID, 2014)
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MATERIAIS EMPREGADOS NA MICROENCAPSULAGCAO DE PROBIOTICOS

Os agentes encapsulantes se enquadram na categoria de formadores de filmes,
gue podem ser selecionados de uma ampla variedade de polimeros naturais e
sintéticos (ASSUNCAO, 2014).

A escolha do agente encapsulante depende de uma série de fatores, entre eles: a
ndo reatividade com o material a ser encapsulado durante o processo e
estocagem; o processo utilizado para a formacdao da microcapsula; o mecanismo
e liberacdao do material encapsulado; suas propriedades reoldgicas; a habilidade
de dispersar ou emulsificar; a capacidade de prover mdxima protecdo para o
material a ser encapsulado contra condi¢des desfavordveis, como alimentos com
alta atividade de 4dgua (WEINBRECK; BODNAR; MARCO, 2010), temperatura e
presenca de oxigénio atmosférico, (ANAL; SINGH, 2007) das condi¢es acidas do
estdbmago e os sucos biliares do intestino delgado (KENT; DOHERTY, 2014), e ser
economicamente viadvel (ASSUNCAO, 2014). A utilizacdo de solventes organicos é
necessdria para alguns tipos de polimeros, o que impede o seu uso na
encapsulacdo de organismos vivos. Este inconveniente tem despertado o
interesse no desenvolvimento e utilizagdo de polimeros passiveis de serem
utilizados em meio aquoso, especialmente para a encapsulacdo de micro-
organismos (FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2002).

Muitos materiais podem ser utilizados como cobertura para as microcapsulas
com destaque aos carboidratos, proteinas e lipidios. Polissacarideos tais como
amido, carragena, alginato e goma gelana sdo os materiais mais comumente
empregados na microencapsulacdo de Bifidobactérias e Lactobacilos; apesar de
gue as proteinas e compostos lipidicos também vém ganhando destaque na
microencapsulacdo de probidticos (TRIPATHI; GIRI, 2014).

CARBOIDRATOS

Os carboidratos tém se destacado como materiais mais comumente empregados
na microencapsulacdo de probidticos (ROKKA; RANTAMAKI, 2010), como pode
ser observado na tabela 2.

Apesar de alguns trabalhos enfatizarem o emprego de apenas um Unico
carboidrato como material de parede, a maioria possui melhor performance
guando aplicados em conjunto (Tabela 2).

As maltodextrinas, carboidratos obtidos a partir da hidrdlise acida ou enzimatica
do amido de milho (NAZZARO et al., 2012b); sdo consideradas bons agentes
encapsulantes por apresentarem baixa higroscopicidade, evitando a aglomeracgao
das particulas (ANEKELLA; ORSAT, 2013), boa solubilidade e baixa viscosidade
mesmo em alta concentracdo de sdlidos (KOC et al., 2015).

A pectina, polissacarideo anidnico constituido, predominantemente, de
polimeros lineares de acido a-(1-4)-D-galacturénico com agucares neutros como
L-raminose inseridos ou anexados as cadeias principais (SINHA; KUMRIA, 2003),
devido as caracteristicas eletrostaticas e de formacao de géis, apresenta-se como
um bom material de parede (ABERKANE; ROUDAUT; SAUREL, 2014).
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Tabela 2. Probidticos microencapsulados com material de parede a base de carboidratos.

Carboidratos

Pectina e caseina

Carboximetilcelulose
de aluminio
incorporado de farelo
de arroz

Alginate de sddio,
goma guar, goma
xantana, goma locusta
e goma carrageena

K-carragena

Quitosana e alginato
de calcio

Goma xantana,
alginato de sédio e
quitosana

Alginato de sddio,
goma xantana e
acetato ftalatocelulose

Alginato de sddio e
pectina

Pectina e proteina de
soro de leite
Gomas arabica, gelana
e de semente de
alfarroba

Maltodextrina e goma

Probiéticos
Bifidobacterium
lactis (bi 01) e
Lactobacillus
acidophilus (lac 4)

Lactobacillus reuteri
kub-ac5

L. rhamnosus Ir-32,
b. longum bl-05, .
salivarius 1s-33, /.
plantarum lpc-37, I.
acidophilus ncfm, I.
paracaseilp-115, b.
lactis bl-04, b. lactis
bi-07 e b. bifidum
Bifidobacterium
longum b6 and b.
longum atcc 15708
Lactobacillus gasseri
e bifidobacterium
bifidum

Lactobacillus
plantarum lab 12

Lactobacillus
acidophilus lald e
bifidobacterium
lactis bi07

Lactobacillus casei

L. acidophilus la-5

Lactobacillus sp.

L. acidophilus (bcrc

Tecnologia

Coacervagdo complexa e
spray drying

Emulsdo

Emulsdo

Emulsificacdo

Extrusdao

Extrusdo

Extrusdo

Extrusdao

Gelificagdo ibnica e
coacervagdo complexa

Polimerizagdo interfacial

Referéncias

(OLIVEIRA et al.,
2007).

(CHITPRASERT;
SUDSAI;
RODKLONGTAN,
2012).

(DING; SHAH,
2009B).

(ADHIKARI et al.,
2000).

(CHAVARRI et al.,
2010).

(FAREEZ et al.,
2015).

(ALBERTINI et al.,
2010)

(SANDOVAL-
CASTILLA et al.,
2010).

(RIBEIRO et al.,
2014).
(YANEZ-

FERNANDEZ et al.,
2008).

arbica 14079), b. longum Spray drying (SU et al., 2007)
(bcrc 14605).
B-CICIOdeCt;c?: € goma L. acidophilus xhi Spray drying (ZHAOQO et al., 2008)
Acetato ftalato de L. acidophilus e b. . (FAVARO-
celulose lactis Spray drying TRINDADE;
GROSSO, 2002)
Amido nativo de arroz Lactobacillus S drvi (AVILA-REYES et
einulina rhamnosus pray arying al., 2014)
Maltodextrina e Lactobacillus Spray freeze drying (SEMYONOV et al.,
trealose paracasei 2010)
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A goma ardbica, também conhecida como goma acdcia, é uma resina natural da
Acécia Senegal (AHMED et al., 2005. E um polimero que consiste primariamente
de 4cido D-glucurénico, L-raminose, D-galactose, e L-arabinose, com
aproximadamente 5% de proteina (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007), sendo esta fracdo
de proteina responsavel pela propriedade de emulsificacdo da goma, o que a
torna adequada para a encapsulacdo por spray drying (SHAHIDI; HAN, 1993).

A quitosana, copolimero constituido de unidades de B(1->4)-2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose e B(1->4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (KIMURA et al.,
2002), pode polimerizar através de uma formacdo de ligagdes cruzadas na
presenca de anions e polianions; porém, por si so, ndo apresentou boa eficiéncia
na encapsulagdo de probidticos, sendo preferencialmente utilizado como
revestimento (MORTAZAVIAN et al., 2008).

As carragenas sao heteropolissacarideos lineares que contém grupos éster
sulfato extraidas de algas marinhas vermelhas do tipo Rodophyceae e sao
classificadas em trés tipos principais, designados por meio de letras gregas como:
K (kappa), L (iota) e A (lambda), onde a principal diferenca estrutural entre elas
estd no grau do grupo sulfato de substituicdo (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007), como
pode ser observado na figura 1. A utilizacdo da carragena na microencapsulagdo
de probidticos é devido a sua capacidade de formar gel que pode,
consequentemente, aprisionar as células viaveis. No entanto, as células
probidticas devem ser adicionadas a suspensdo esterilizada, entre 40 e 45 °C,
caso contrdrio, o gel solidifica a temperatura ambiente (GBASSI; VANDAMMIE,
2012). Embora a carragena apresente propriedades de formar gel
individualmente, é grandemente influenciada pela adicdo de ions e outras gomas
devido a efeitos de estabilizacdo e sinérgismo, respectivamente (SOMA et al.,
2009).

Figura 1. Fdrmulas estruturais da k (kappa), L (iota) e A (lambda) carragena.

035Q ch,0H HLo
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Fonte: (YANG et al., 2012)
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O alginato de sddio é um polissacarideo linear soluvel em agua, extraido de
diferentes tipos algas (MARTIN et al., 2015) e destaca-se por ser o polimero mais
utilizado na microencapsulagdo de células bacterianas (TRABELSI et al., 2013).
Como a formacdo do gel ocorre rapidamente na presenca de ions calcio, sem
alteracdes drasticas de temperatura, pH e pressdao osmoética, a atividade e a
viabilidade dos micro-organismos microencapsulados sdo conservadas
(CARVALHO et al., 2006)

O alginato apresenta vantagens como, por exemplo, ndo ser téxico; nao interagir
com o micro-organismo; ser compativel com o cloreto de cdlcio, componente
indispensavel a rigidez das microcdpsulas; nao afetar a viabilidade das bactérias
encapsuladas durante sua vida util; e possibilita a liberacdo das células
imobilizadas, através da solubilizacdo e sequestro dos ions cdlcio presentes nas
capsulas do gel. Além disso, apresenta baixo custo, grande disponibilidade no
mercado, possibilidade de emprego e escala industrial e aceitacdo da substancia
como aditivos na producdo de alimentos (CHAMPAGNE et al., 2000; SHAH, 2000).

No entanto, algumas desvantagens sdo atribuidas ao uso de alginato, como o fato
de serem sensiveis a ambientes 4dcidos (MORTAZAVIAN et al., 2008), ndo sendo
compativel para a resisténcia das microparticulas nas condi¢Ges do estdmago;
dificuldade de producdo em grande escala, as microcapsulas obtidas sdo muito
porosas e permitem a difusdo rapida e facil da agua e de outros fluidos de dentro
para fora da matriz de alginato (GOUIN, 2004).

Algumas desvantagens sao atribuidas a microparticulas de alginato, pois sensiveis
a ambientes 4cidos, o gel de alginato é formado na presenca de ions de cdlcio,
assim, a sua integridade é deteriorada quando submetido a ions monovalentes
ou agentes quelantes, como fosfatos, lactatos e citratos. Além disso, apresentam
dificuldades em aplicacdes em escala industrial, além de que as particulas sdo
também muito porosas, o que provoca uma rdpida difusdo da umidade e outros
fluidos através dos granulos. Este fator reduz as propriedades de barreira contra
fatores ambientais desfavordveis. Os defeitos mencionados podem ser
compensados pela associagdo do alginato com outros compostos poliméricos,
revestindo as capsulas com outro composto ou aplicando modificagdo estrutural
do alginato usando diferentes aditivos (MARTIN et al., 2015).

Ding e Shah (2009a) utilizaram uma camada extra de poli-L-lisina em
microcdpsulas de alginato e verificaram melhor viabilidade em comparacdo com
capsulas de alginato submetidas a condicBes gdstricas. Brinques e Ayub (2011)
avaliaram a sobrevivéncia do Lactobacillus plantarum BLO11 submetido a
condicbes de estresse, nas formas livre e microencapsulado, utilizando alginato
de sédio, pectina citrica de baixa metoxilagdo e quitosana em diferentes
tratamentos como agentes encapsulantes. A viabilidade das células
microencapsuladas foi melhorada em relacdo aos micro-organismos livres
quando submetidos ao armazenamento refrigerado. Garcia-Ceja et al. (2015)
estudaram a viabilidade de Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus reuteri
encapsulados em alginato e quitosana-alginato no leite, néctar de péssego e
geléia de amora, armazenados a 5 ° C durante 30 dias, e perceberam que durante
sucessivas condi¢cdes simuladas o encapsulamento em alginato ou quitosana-
alginato impediu a perda de lactobacilos nos sucos gastrico e permitiu a liberagdo
nos fluidos intestinais simulados. Devido a susceptibilidade das cdpsulas de
alginato em ambiente géstrico, Cheow, Kiew e Hadinoto (2014) utilizaram em sua
pesquisa adicdo de alfarroba e goma xantana nas cdpsulas de alginato, e
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revelaram que nos perfis de tolerancia a estresse e liberacdo de células em
fluidos gastrointestinais simuladas, alginato com alfarroba foram mais eficientes,
e a mistura alginato com goma xantana foram mais eficazes somente na
tolerancia a acidos.

Alguns carboidratos, por apresentarem resisténcia ao suco gastrico e solubilidade
intestinal, permitem a liberacdo dos probidticos no intestino, local de atuacdo
dos mesmos.

A carboximetil celulose tem sido estudada como material de parede em
pesquisas envolvendo a microencapsulacdo de probidticos (PRIYA;
VIJAYALAKSHMI; RAICHUR, 2011), devido, principalmente, a resisténcia ao acido
gastrico e as propriedades de solubilidade intestinais, que permitem sua
utilizacdo na liberagdo controlada (KAMEL et al., 2008).

A capacidade da goma guar formar uma matriz polimérica resistente a
degradacdo no trato digestdrio superior e que seja susceptivel a acdo enzimatica
das bactérias do célon, levou varios pesquisadores a estudarem as propriedades
de liberacdo cdlon-especifica (DING; SHAH, 2009b). Apesar da capacidade da
goma guar reter o material bioativo em condi¢des adversas de fluidos gastrico e
intestinal do estdmago, poucos estudos tém sido realizados utilizando goma guar
para liberacdo intestinal de bactérias probidticas.

A goma xantana, polissacarideo sintetizado por uma bactéria fitopatogénica do
género Xanthomonas, tem extrema importancia comercial, que se deve
principalmente a suas propriedades reoldgicas, que permitem a formacdo de
solugBes viscosas a baixas concentragdes (0,05-1,0%) e estabilidade em ampla
faixa de pH e temperatura (FONTANIELLA et al., 2002).

A goma gelana é um polissacarido derivado de microbiana Pseudomonas elodea
que é constituida de uma unidade de repeticdo de quatro monomeros que sdo
glucose, &cido glucurdnico, glicose e ramnose (CHEN; CHEN, 2007). E uma goma
de facil aplicagdo, possui uma boa estabilidade e forma géis transparentes em
concentragdes extremamente baixas (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007). Embora a goma
gelana é capaz de formar estruturas para microencapsulagdo, ela ndo é usada
sozinha para esta finalidade, pois tem elevada temperatura de defini¢cdo do gel
(80-90 °C durante cerca de 1h) o que resulta em lesdes nas células das bactérias
probidticas pelo calor (SUN; GRIFFITHS, 2000).

Além das suas propriedades tecnoldgicas, alguns carboidratos possuem a
caracteristica de serem classificados como prebidticos, ou seja, oligo ou
polissacaridios ndo digeriveis, os quais promovem o desenvolvimento dos
probidticos (PATEL; GOYAL, 2012). Nesta classe, encontram-se o amido
resistente, (ZAMAN; SARBINI, 2015), a goma arabica, onde Glover et al. (2009),
avaliaram efeitos cardiovasculares e renais da suplementacdo de fibra dietética
com goma ardbica, e concluiram que houve efeito benéfico sobre a pressao
arterial, que foi observado tanto em um grupo de pacientes com diabetes,
problemas renais e pacientes saudaveis. O fruto-oligossacarideos (FOS), também
pertencente a classe dos prebidticos, foram avaliados por Rajam e
Anandharamakrishnan (2015) que utilizaram FOS e proteinas isoladas do soro de
leite para encapsular Lactobacillus plantarum (MTCC 5422), e obtiveram boa
eficiéncia de encapsulagdo (98,63%), e microcapsulas com maior estabilidade
durante o armazenamento e prote¢dao em suco gastrico simulado e condicBes
intestinais.
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As enzimas digestivas ndo sdo capazes de hidrolisar estes compostos; assim, os
probidticos microencapsulados atingem o intestino grosso onde a microbiota as
hidrolisa e libera os probiéticos in loco, entdo aumentando ou restaurando a
microbiota (AVILA-REYES et al., 2014).

PROTEINAS

As proteinas dos alimentos tém potencial aplicacdo devido ao seu alto valor
nutritivo e excelentes propriedades funcionais (GUNASEKARAN; KO; XIAO, 2007).
Possuem a capacidade de interagir com uma vasta gama de compostos ativos
através dos grupos funcionais na sua estrutura primaria polipeptidica, que
oferecem ampla protecdo e capacidade de reverter as ligacdes de moléculas
ativas antes da sua libertacdo orientada no hospedeiro (CHEN; SUBIRADE, 2009).

Outro beneficio potencial associado com matrizes protéicas de encapsulacdo
envolve a hidrélise de proteinas de alimentos por enzimas digestivas
potencialmente geradoras de peptideos bioativos que podem exercer uma série
de efeitos fisioldgicos in vivo (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

A gelatina é uma proteina de alto peso molecular obtida pela hidrélise parcial do
coldgeno. A sua elevada utilizacdo se deve ao fato da sua producdo ser
relativamente econOGmica, por existir uma fonte de matéria-prima consideravel e
pelas propriedades reoldgicas, tais como formacdo de gel. Os géis de gelatina
especialmente para concentragdes superiores a 2% s3ao pouco sensiveis a
variacoes de forca iGnica e pH na gama entre 4 e 9 (CASTRO; RODRIGUES, 2003).

A gelatina é utilizada na encapsula¢do pelas propriedades de formagdo de filme e
emulsificagdo. As propriedades de gel da gelatina como forga, ponto de fusdo e
viscosidade vao depender da fonte, das condi¢cbes de processamento, da
matéria-prima, da concentragao da gelatina, do pH, do tempo e temperatura de
maturagdo (BUREY et al., 2008).

A gelatina é muito utilizada para a microencapsulagdo por coacervagdo complexa
e pode formar particulas de 50 — 400 um. O gel termorreversivel da gelatina é
formado por gelificagdo a frio, apds dissolver em agua em alta temperatura e
resfrid-lo. A tipica gelatina possui 14% de umidade, 84% de proteina e 2 % de
cinzas. Esses hidrocoloides sao misciveis em pH superior a 6, devido a natureza
de suas cargas elétricas (BUREY et al., 2008; MENEZES et al., 2013).

Annan, Borza e Hansen (2008) encapsularam Bifidobacterium adolescentis
15703T em microcdpsulas de gelatina revestidas com alginato, com o objetivo de
melhorar a sobrevivéncia durante a exposicdo a condi¢cdes adversas do trato
digestdrio. Observaram que as microcdpsulas de gelatina eram estruturalmente
instaveis ao suco gastrico simulado, devido a degradacdo pela pepsina e
desintegraram-se completamente apds 45 minutos, porém o revestimento das
capsulas com alginato evitou que a pepsina degradasse as microcapsulas de
gelatina, melhorando a sobrevivéncia das Bifidobactérias durante o periodo
experimental de duas horas.
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As proteinas lacteas oferecem propriedades funcionais adequados para serem
utilizadas como agentes encapsulantes na microencapsulacdao, como sabor suave,
alta solubilidade, baixa viscosidade em solucdo e boa emulsificacdo e
propriedades de formacdo de pelicula (AUGUSTIN; OLIVER, 2014; EL-SALAM; EL-
SHIBINY, 2015).

As proteinas do leite sdo veiculos naturais para células probidticas, devido as suas
propriedades estruturais e fisico-quimicas, elas podem ser utilizadas como um
sistema de entrega (LIVNEY, 2010). As proteinas tém excelentes propriedades de
gelificacdo e esta especificidade foi explorada por (HEIDEBACH; FORST; KULOZIK,
2009) para encapsular células probidticas. Os resultados destes estudos sdo
promissores e a utilizacdo das proteinas do leite como agente encapsulante é
interessante devido sua biocompatibildade (LIVNEY, 2010).

As proteinas do soro de leite sdo um importante subproduto da industria de
gueijo que faz com que ocorra elevada contaminacdo do ambiente. As proteinas
do soro de leite apresentam excelentes propriedades de encapsulagdo e podem
ser aplicadas para materiais encapsulados volateis e ndo-voldteis. Estudos
indicam que microcdpsulas formadas por matérias encapsulantes compostas de
proteina de soro de leite apresentam boa protecdo do probidtico a condi¢Bes
adversas (MARTIN et al., 2015). As proteinas do soro tém sido utilizadas como
materiais de parede para a microencapsulacdo de Lactobacilos e Bifidobactérias
(MUTHUKUMARASAMY; HOLLEY, 2007; REID et al., 2007). Estes agregados de
proteinas tém melhorado as propriedades de barreira e resisténcia a condicbes
gastricas em pH baixo (ALTING et al., 2009). Estratégias diferentes para a
producdo de microcapsulas com proteina de soro de leite incluem secagem por
pulverizagdo (PICOT; LACROIX, 2004), a geleificacdo induzida pelo frio (BARBUT;
FOEGEDING, 1993) e coacervagdo complexa (OLIVEIRA et al., 2007), além de uma
combinacdo de métodos (LAMBERT; WEINBRECK; KLEEREBEZEM, 2008).

Picot e Lacroix (2004) estudaram o efeito de microcdpsulas de proteina de soro
de leite, obtidas pelo método de spray drying sobre a sobrevivéncia de duas
estirpes de Bifidobactérias, Bifidobacterium breve RO70 e Bifidobacterium longum
R023. O estudo demonstrou que a imobilizagdo em microcapsulas de proteina do
soro de leite, insolUveis em dgua, pode ser um meio eficaz para aumentar a
sobrevivéncia de Bifidobactérias nas condi¢des acidas do estdbmago humano,
permitindo uma melhor colonizacdo do intestino grosso por desses micro-
organismos benéficos.

Gerez et al. (2012) avaliaram a eficdcia da microencapsulacdo para aumentar a
resisténcia do Lactobacillus rhamnosus CRL 1505 em pH baixo e sais biliares sob
condigcBes simuladas gastrointestinais. Proteina de soro de leite e pectina foram
utilizadas como agentes de encapsulacdo, e uma combinacdo de gelificacdo
ionotrdpica e técnicas de coacervagdao complexa foram avaliadas para a obtencao
dos granulos. O estudo mostrou que as microcapsulas de pectina-proteina de
soro de leite foram mais estaveis em condi¢Ges gastricas simuladas, oferecendo
assim uma melhor protecao para L. rhamnosus CRL 1505 a pH baixo. O processo
de microencapsulagdo proposto é muito simples e tem vantagens em relagdo as
técnicas tradicionais: entre outros, a baixa temperatura (25 °C) utilizada (um fator
chave no caso de bactérias probidticas ou micro-organismos termossensiveis),
custo baixo dos agentes encapsulantes (pectina e proteina de soro de leite) e o
efeito potencial prebidtico da pectina (HASSELWANDER, 2008).
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O micro-organismo probiético Bifidobacterium BB-12 foi microencapsulado pela
técnica de atomizacdo e foram utilizados leite desnatado reconstituido e os
prebidticos (inulina, oligofrutose) como agentes encapsulantes em diferentes
concentragdes. Todas as microcdpsulas produzidas apresentaram uma elevada
taxa de sobrevivéncia das Bifidobacterium durante o armazenamento nas
temperaturas avaliadas e a mistura de leite desnatado reconstituido, oligofrutose
e inulina resultaram em uma melhor protecao do Bifidobacterium durante o
armazenamento (FRITZEN-FREIRE et al., 2012).

O uso de proteinas vegetais como material da parede na microencapsulacao de
varios materiais sensiveis reflete a atual tendéncia "verde" na industria
alimentar, farmacéutica e de cosméticos. As duas principais técnicas utilizadas
para a microencapsulacdo dessas substancias sdo a atomizacdo e coacervacgao.
Outros processos, como a gelificacdo ou técnicas de evaporacdao de solvente
podem ser utilizados (DUBEY; SH AMI; BHASKER, 2009; NESTERENKO et al., 2013).

As proteinas vegetais utilizadas como agentes encapsulantes sdo proteina isolada
de ervilha, proteina isolada de soja, gliadinas do trigo, zeina de milho e proteina
da cevada. Estudos tem demonstrado a capacidade das proteinas vegetais
protegerem eficazmente os diferentes materiais ativos (hidroéfilo ou hidréfobo,
sélido ou liquido). No entanto, a eficiéncia da microencapsulacdo, a estabilidade
e o tamanho das microparticulas podem ser afetadas por diversos parametros,
tais como o nucleo ativo, as concentraces do material de parede, de
temperatura, pH do meio, a técnica de encapsulamento, o uso de aditivos ou de
proteinas combinadas com polissacarideos. Outras proteinas extraidas a partir de
sementes de aveia, arroz ou girassol sdo conhecidas pelas suas propriedades
funcionais e podem ser utilizadas como material de parede na
microencapsulagdo. Esses polimeros naturais apresentam boa solubilidade,
capacidade de emulsdo, formacdo e estabilidade da espuma, dando-lhes as
caracteristicas adequadas para uso potencial como materiais de revestimento
eficientes. Além disso, eles podem ser associados com polissacarideos, auxiliando
a microencapsulagdo (NESTERENKO et al., 2014).

Como nenhum material de parede simples possui todas as propriedades
necessarias de um material de encapsulamento ideal. Nesterenko et al. (2014)
realizaram trabalho comparando as propriedades de encapsulamento de
proteina de soja e proteina de girassol, em um estado modificado e ndo
modificado, através do método de secagem por pulverizacdo, concluindo que a
proteina de soja no estado ndo modificado apresentou maior eficiéncia de
retengdo para microencapsulagdo em comparagdo com a proteina de girassol.

A proteina de ervilha, em especial, a proteina isolada de ervilha tem se destacado
na literatura como um importante agente encapsulante de probiéticos, devido ao
fato de que apresentam boa solubilidade em agua, boa capacidade espumante e
emulsionante, além de estabilidade em altas temperaturas (KENT; DOHERTY,
2014).

Varankovich et al. (2015) verificaram que a microencapsulacio de
Bifidobacterium adolescentis com proteina de ervilha, associada ou a alginato de
sddio, iota-carragena ou goma gelana, garantiu maior estabilidade frente as
condigBes gastricas avaliadas in vitro quando comparados a célula livre.

Klemmer et al. (2011) estudaram os efeitos da microencapsulagdo do micro-
organismo probidtico Bifidobacterium adolescentis e pela técnica de extrusao,
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utilizando proteina isolada de ervilha e alginato como agentes encapsulantes. Os
estudos demonstraram que a microencapsulagdo utilizando proteina vegetal
ofereceu protecao suficiente para o probidtico estudado durante as andlises e
estes podem ser utilizados em aplicagGes alimentares.

LIPIDIOS

O uso de compostos lipidicos como agentes encapsulantes de probidticos tem
ganhado interesse nos ultimos anos. Como uma das vantagens, estd o fato de
gue elas sao facilmente digeridas no intestino pelas lipases, o que poderia
promover a liberacdo destes micro-organismos proximos ao sitio de acdo
(FAVARO-TRINDADE; HEINEMANN; PEDROSO, 2011). Lahtinen et al. (2007)
imobilizaram Bifidobactéria em uma matriz lipidica, cuja base era manteiga de
cacau, e verificaram que este processo resultou em aumento da viabilidade das
células durante a estocagem em sistemas modelos, que mimetizavam bebidas
fermentadas e ndo fermentadas, sugerindo que a matriz lipidica protegesse os
probidticos contra o estresse, possivelmente devido ao bloqueio da agua e
agentes estressores, tais como ions.

Pedroso et al. (2013), avaliaram a microencapsulacdo de Bifidobacterium lactis e
Lactobacillus acidophilus, utilizando como material de parede gordura
interesterificada de palma e palmiste, empregando a técnica de spray chilling,
resultando na obtencdo de microparticulas sdlidas, que foram eficientes na
protecdo dos probidticos contra a passagem através dos fluidos gdstrico e
intestinal.

Liu et al. (2015) verificaram que a estabilidade das cepas de Lactobacillus LB1,
S64 e K67 frente ao processo de spray drying foi maior em co-encapsulagdo com
lipidio com baixo ponto de fusdo quando comparado as microcapsulas obtidas,
apenas, pela microencapsulagdao com caseinato de sddio.

CONCLUSAO

A microencapsulacdo é uma técnica promissora que tem auxiliado a industria de
alimentos, bem como a aplicagdo de micro-organismos probidticos, pois a mesma
gera uma barreira fisica contra as condi¢des adversas do ambiente,
proporcionando maior estabilidade durante o armazenamento e na passagem
pelo trato gastrointestinal quando comparados aos micro-organismos nao
encapsulados. Porém, muitos estudos devem ser realizados para selecionar a
técnica de encapsulacdo, bem como o agente encapsulante mais eficiente e
apropriado, considerando a espécie bacteriana e a aplicacdo a que serd
destinada, permitindo assim a formacdo de microcapsulas adequadas para
aplicagcGes mais eficazes de probidticos em alimentos.
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Techniques and Materials Employees in
Microencapsulation of Probiotics

ABSTRACT

Microencapsulation is the technology involving solid, liquid or gaseous in small capsules
which release their contents under controlled conditions. Microencapsulation of probiotic
microorganisms has been used to maintain the stability there of during processing and
storage of foods, besides increasing resistance of bacteria throughout the digestive tract,
allowing these conditions to arrive at the intestine colonization and survival. During the
microencapsulation process, the choice of encapsulating material is a step of great
importance, this should be chosen according to the characteristics of the bioactive
compound, the intended application and the method of particle formation. There are
several techniques that have been employed in the preparation of microcapsules; the
selection of the most appropriate method should be performed based on the physical
and chemical properties of the material to be encapsulated and the encapsulating agent,
analyzing the purpose of application of food ingredient. This paper aims to review the
most encapsulating agents and methods used in the microencapsulation of probiotic
microorganisms.

KEYWORDS: lactic acid bacteria; encapsulation; stability.
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