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APRESENTAÇÃO

O e-book Avanços e Desafios da Nutrição no Brasil 4, traz um olhar multidisciplinar 
e integrado da nutrição com a Ciência e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é 
composta de 66 artigos científicos que abordam assuntos de extrema importância 
relacionados à nutrição e a tecnologia de alimentos. O leitor irá encontrar assuntos 
que abordam temas como as boas práticas de manipulação e condições higiênico-
sanitária e qualidade de alimentos; avaliações físico-químicas e sensoriais de 
alimentos; rotulagem de alimentos, determinação e caracterização de compostos 
bioativos; atividade antioxidante, antimicrobiana e antifúngica; desenvolvimento de 
novos produtos alimentícios; insetos comestíveis; corantes naturais; tratamento de 
resíduos, entre outros. 

O e-book também apresenta artigos que abrangem análises de documentos 
como patentes, avaliação e orientação de boas práticas de manipulação de alimentos, 
hábitos de consumo de frutos, consumo de alimentos do tipo lanches rápidos, programa 
de aquisição de alimentos e programa de capacitação em boas práticas no âmbito 
escolar. 

Levando-se em consideração a importância de discutir a nutrição aliada à 
Ciência e Tecnologia de Alimentos, os artigos deste e-book, visam promover reflexões 
e aprofundar conhecimentos acerca dos temas apresentados. Por fim, desejamos a 
todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera 
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RESISTÊNCIA AO TRATO GASTROINTESTINAL 
DE MICROCÁPSULAS PROBIÓTICAS OBTIDAS 

POR COACERVAÇÃO COMPLEXA ASSOCIADA À 
RETICULAÇÃO ENZIMÁTICA

CAPÍTULO 30

Thaiane Marques da Silva
Universidade Federal de Santa Maria, Curso de 

Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia dos 
Alimentos

Santa Maria – Rio Grande do Sul

Vandré Sonza Pinto
Universidade Federal de Santa Maria, Curso de 

Graduação de Tecnologia em Alimentos
Santa Maria – Rio Grande do Sul

Carlos Raimundo Ferreira Grosso
Universidade de Campinas, Faculdade de 

Engenharia de Alimentos
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Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Farmácia
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Cristiano Ragagnin de Menezes
Universidade Federal de Santa Maria, 

Departamento de Tecnologia e Ciência dos 
Alimentos

Santa Maria – Rio Grande do Sul

RESUMO: O processo de microencapsulação 
consiste em reter uma substância em um 
material transportador. Assim, a coacervação 
complexa tem sido estudada para a proteção 
de probióticos. Entretanto, suas microcápsulas 
apresentam-se frágeis sob certas condições. 
Assim, compostos têm sido utilizados para 

se obter estruturas mais resistentes, como 
a transglutaminase. Além de proteger os 
probióticos das condições adversas do alimento, 
o processo de microencapsulação permite 
que o probiótico permaneça viável durante a 
passagem pelo trato gastrointestinal. Assim, o 
objetivo desse trabalho foi avaliar a resistência 
de microcápsulas contendo Lactobacillus 
rhamnosus obtidas por coacervação complexa 
e reticuladas com transglutaminase frente às 
condições gastrointestinais simuladas. Dessa 
forma, as microcápsulas foram produzidas pela 
técnica de coacervação complexa seguindo 
metodologia de Marques da Silva et al. (2018). O 
processo de reticulação com transglutaminase 
foi realizado seguindo metodologia de Prata et 
al. (2008). A resistência ao trato gastrointestinal 
simulado foi realizada segundo Madureira et 
al. (2011). Observou-se que as microcápsulas 
sem reticulação liberaram seu conteúdo na 
etapa referente ao estômago e o probiótico 
permaneceu viável (6,13 log UFC g-1) até o final 
do processo (íleo). Em relação às microcápsulas 
reticuladas com transglutaminase, a liberação 
dos probióticos ocorreu somente na etapa 
referente ao duodeno (8,10 log UFC g-1) para 
o tratamento 1, permanecendo viável até o íleo 
(8,08 log UFC g-1), e na etapa referente ao íleo 
(7,85 log UFC g-1) para o tratamento 2. Assim, 
o processo de reticulação foi extremamente 
vantajoso, aumentando substancialmente a 
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resistência das microcápsulas frente ao trato gastrointestinal simulado, aumentando 
assim, a viabilidade probiótica.
PALAVRAS-CHAVE: Lactobacillus rhamnosus; microencapsulação; transglutaminase.

ABSTRACT: Microencapsulation process consists of retaining a substance in a carrier 
material. Thus, complex coacervation has been studied for the protection of probiotics. 
However, its microcapsules are fragile under certain conditions. Thus, compounds have 
been used to obtain more resistant structures, such as transglutaminase. In addition 
to protecting probiotics from adverse food conditions, the microencapsulation process 
allows the probiotic to remain viable during passage through the gastrointestinal 
tract. Thus, the objective of this work was to evaluate the resistance of microcapsules 
containing Lactobacillus rhamnosus obtained by complex coacervation and crosslinked 
with transglutaminase against the simulated gastrointestinal conditions. Thus, the 
microcapsules were produced by the complex coacervation technique following the 
methodology of Marques da Silva et al. (2018). The transglutaminase crosslinking 
process was performed following the methodology of Prata et al. (2008). Resistance to 
the simulated gastrointestinal tract was performed according to Madureira et al. (2011). 
Non-crosslinked microcapsules were observed to release their contents in the stomach 
step and the probiotic remained viable (6.13 log CFU g-1) until the end of the process 
(ileum). The transglutaminase crosslinked microcapsules released into the duodenum 
(8.10 log CFU g-1) for treatment 1, remained viable until the ileum (8.08 log CFU g-1), and 
in the ileum step (7.85 log CFU g-1) for treatment 2. Thus, the crosslinking process was 
extremely advantageous, substantially increasing the resistance of the microcapsules 
to the simulated gastrointestinal tract, thereby increasing probiotic viability.
KEYWORDS: Lactobacillus rhamnosus; microencapsulation; transglutaminase.

1 | 	INTRODUÇÃO

O mercado de alimentos funcionais tem crescido consideravelmente nos últimos 
anos, de 33,0 bilhões em 2000 para 176,7 bilhões de dólares em 2013, sendo 
responsável por um aumento de 5% no mercado global de alimentos. Esse aumento é 
associado à busca dos consumidores não só por alimentos que forneçam nutrientes, 
mas por alimentos que promovam a saúde e o bem-estar (RIBEIRO et al., 2014). 
Nesse sentido, os probióticos surgem como uma alternativa, pois quando vivos e 
em quantidades adequadas, conferem efeitos benéficos à saúde do hospedeiro (LU; 
PUTRA & LIU, 2018).

Probióticos podem ser definidos como microrganismos vivos que quando 
administrados em doses adequadas conferem benefícios à saúde do hospedeiro 
(FAO/OMS, 2001). Atuam no organismo humano interagindo com bactérias comensais 
e podem ter impacto direto sobre o hospedeiro, com isso, modulam os efeitos das 
bactérias potencialmente nocivas, causam impacto no trato gastrointestinal, na 
digestão, no metabolismo e no sistema imunológico do hospedeiro (BINNS, 2013).
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O processo de microencapsulação consiste em reter uma substância (agente 
ativo) em um material transportador (material de parede) (DEVI et al., 2016). Além 
de proteger os probióticos das condições adversas presentes no suco de fruta, a 
microencapsulação permite que o probiótico permaneça viável durante a passagem 
pelo trato gastrointestinal e que chegue no local de ação (cólon) em quantidades 
adequadas (ERATTE et al., 2018).

A técnica mais antiga de microencapsulação é a coacervação complexa. 
Esta técnica consiste na separação de fases entre biopolímeros carregados com 
cargas opostas através da interação eletrostática. Os coacervados geralmente são 
produzidos a partir de proteínas e polissacarídeos, assim, podem ter uma ampla gama 
de funcionalidades em vários produtos (EGHBAL & CHOUDHARY, 2018).

Apesar da coacervação complexa ser uma técnica amplamente utilizada, as 
microcápsulas obtidas por coacervação complexa são também conhecidas por serem 
frágeis sob certas condições. Sendo assim, alguns compostos têm sido utilizados 
com o intuito de se obter estruturas mais resistentes. Entre estes compostos, está a 
transglutaminase (COMUNIAN et al., 2016).

A transglutaminase é uma enzima que catalisa reações de reticulação entre lisina 
e glutamina, aumentando a estabilidade das microcápsulas por reforçar a estrutura 
interna das mesmas (MURPHY; FARKAS; JONES, 2017). A transglutaminase promove 
alterações significativas como melhoramento da textura, estabilidade, gelificação, 
potencial de emulsificação e capacidade de ligação à água, sem alteração negativa 
na qualidade sensorial e nutricional (GHARIBZAHEDI et al., 2017). Além disso, em 
estudos com probióticos, a transglutaminase demonstrou não ter influência negativa 
no crescimento das células bacterianas (PAVUNC et al., 2011), além de aumentar a 
resistência de microcápsulas probióticas expostas ao suco gástrico e propiciar maior 
liberação em suco intestinal (YEW et al., 2011).

Diante do exposto, ressalta-se a importância do presente trabalho no sentido de 
melhorar as microcápsulas obtidas por coacervação complexa, para que se possa com 
isso, aumentar a viabilidade dos probióticos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho 
é desenvolver microcápsulas probióticas por coacervação complexa induzida pela 
reticulação enzimática, analisando estas microcápsulas frente às condições adversas 
do trato gastrointestinal simulado.

2 | 	METODOLOGIA

Até o momento da utilização, os Lactobacillus rhamnosus foram armazenados 
sob congelamento (-18°C) em freezer. Para ativá-los, pesou-se 1 g dos mesmos e 
adicionou-se em 100 mL de caldo MRS, incubando por 16 horas, a 37°C. Após, a 
cultura ativada foi centrifugada a 2470 x g, a 4ºC, por 15 minutos e lavada com solução 
de NaCl (0,85%) por duas vezes. As células foram então suspensas em solução salina 



Avanços e Desafios da Nutrição 4 Capítulo 30 282

para obtenção de aproximadamente 10 log UFC mL-1.
Para produção das microcápsulas, foi utilizada a metodologia descrita por 

Marques da Silva et al. (2018). Primeiramente, a cultura ativada foi adicionada a 100 mL 
de gelatina 2,5%, mantendo sob agitação com agitador magnético com aquecimento 
(Centauro, Paraná, Brasil) (48-50ºC) por 10 minutos para homogeneização dos micro-
organismos. Após essa etapa, foram adicionados 100 mL de goma arábica 2,5% e 
400 mL de água destilada estéril, mantendo sob agitação e aquecimento (50 ± 2ºC); 
ajustando em seguida o pH para 4,0, com solução de ácido clorídrico (HCl) 0,1M. Após 
esta etapa, o aquecimento foi desligado, mantendo-se sob agitação, deixando-se 
esfriar naturalmente a aproximadamente 30ºC, e após, o abaixamento da temperatura 
foi realizado até atingir a temperatura de 12 – 10ºC, com auxílio de banho de gelo. 
Foi realizada a sedimentação e o coacervado foi retirado por filtração em peneira com 
porosidade de 0,038 mm (400 mesh).

A reticulação enzimática foi realizada de acordo com Prata et al. (2008), com 
modificação. A enzima transglutaminase (Ajinomoto, 100 U/g de atividade) foi 
adicionada às microcápsulas prontas na concentração de 2,5 e 5,0 U/g de proteína, 
que corresponderam aos tratamentos 1 e 2, respectivamente. A reação foi realizada a 
25oC durante 15 horas sob agitação constante.

Após, a sobrevivência das culturas probióticas microencapsuladas submetidas às 
condições gástricas e entéricas simuladas foram avaliadas de acordo com a metodologia 
descrita por Madureira et al. (2011), com modificações. Nesta técnica, a viabilidade das 
microcápsulas probióticas será avaliada sequencialmente em meios que simulam as 
diferentes seções do trato gastrointestinal (esôfago/estômago, duodeno e íleo). Para 
esta análise, foram utilizadas alíquotas de 1 g de microcápsulas. Na etapa esôfago-
estômago foram utilizados 25 mg.mL-1de pepsina (Sigma), preparada em HCl 0,1 N; 
esta solução foi adicionada, em alíquotas iguais, durante toda a fase gástrica, a uma 
concentração de 0,05 mL.mL-1durante 90 min, a 130 rpm; sendo o pH ajustado até 2,0 
utilizando HCl 1 M. Na etapa referente ao duodeno foi utilizada, a uma concentração 
de 0,25 ml.ml-1, uma solução contendo 2 g.L-1 de pancreatina (Sigma) e 12 g.L-1de sais 
biliares bovinos (Sigma), preparadas em NaHCO3 0,1 M, por 20 minutos, a 45 rpm. 
Finalmente, a etapa referente ao íleo foi realizada por um aumento do pH para 6,5 
utilizando uma solução de NaHCO30,1 M, por 90 minutos, a 45 rpm. Todas as soluções 
foram preparadas no momento da utilização e esterilizadas com membrana de poro 
0,20 µm (Minisart, Sartorius Stedim Biotech, Alemanha). A análise foi conduzida em 
uma incubadora refrigerada tipo Shaker (TE-421, Tecnal, Brasil) mantida a 37°C com 
o intuito de simular a temperatura do corpo humano e agitação mecânica foi utilizada 
em paralelo para simular os movimentos peristálticos intestinais, com intensidades 
semelhantes às alcançadas em cada seção do trato digestivo. Ao final de cada etapa, 
foram retiradas alíquotas para a contagem das células viáveis. Os resultados foram 
expressos em log UFC.mL -1.
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3 | 	RESULTADOS

Os resultados obtidos para a exposição das microcápsulas ao trato gastrointestinal 
simulado estão expressos no Gráfico 1.

Gráfico 1 – Exposição das microcápsulas ao trato gastrointestinal simulado. Controle – 
microcápsulas sem reticulação; tratamento 1 – microcápsulas reticuladas com 2,5 U de 
enzima/g de proteína; tratamento 2 - microcápsulas reticuladas com 5 U de enzima/g de 

proteína

Observa-se por meio do Gráfico 1 que as microcápsulas sem reticulação 
(tratamento controle) não ofereceram uma maior proteção aos probióticos frente ao 
trato gastrointestinal simulado, pois liberaram todo seu conteúdo na etapa referente 
ao estômago, apresentando contagens de células viáveis de 8,14 log UFC g-1 no início 
do processo e 6,13 log UFC g-1 na etapa referente ao íleo, resultando em uma redução 
de aproximadamente 2 log UFC g-1.

Em relação às microcápsulas reticuladas com transglutaminase, para o tratamento 
1 observa-se que os probióticos foram liberados das microcápsulas na etapa referente 
ao duodeno (8,10 log UFC g-1), apresentando contagens de células viáveis de  8,70 
log UFC g-1 no início do processo e permanecendo viável até o íleo (8,08 log UFC g-1). 
Já para o tratamento 2, os probióticos foram liberados das microcápsulas somente na 
etapa referente ao íleo, apresentando contagens de células viáveis de 7,89 log UFC 
g-1 no início do processo e 7,85 log UFC g-1 no final do processo.

4 | 	DISCUSSÃO

A microencapsulação dos probióticos é um método emergente para reduzir a perda 
da viabilidade celular durante a passagem pelo trato gastrointestinal, bem como uma 
alternativa de liberação controlada no trato intestinal (COOK; CHARALAMPOPULOS; 
TZORTZIS & KHUTORYANSKIY, 2012).
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Comparando-se os tratamentos 1 e 2 ao tratamento controle, nota-se uma proteção 
substancialmente maior nos tratamentos 1 e 2, pois os probióticos foram liberados das 
microcápsulas somente nas etapas referentes ao duodeno e íleo, respectivamente, em 
contrapartida ao controle que liberou os probióticos na etapa referente ao estômago, 
o que não é desejável devido aos probióticos apresentarem sensibilidade ao suco 
gástrico, o que pode levar a perda da sua viabilidade devido ao pH extremamente ácido 
(COOK; CHARALAMPOPULOS; TZORTZIS & KHUTORYANSKIY, 2012; ZANJANI; 
TARZI; SHARIFAN & MOHAMMADI, 2014), como é demonstrado no tratamento 
controle.

Em relação aos tratamentos 1 e 2, o resultado era esperado, pois a transglutaminase 
faz ligações cruzadas entre as proteínas, resultando em uma maior resistência à 
parede das microcápsulas devido ao aumento da sua estabilidade e permitindo que 
elas só sejam rompidas no trato intestinal (COOK; CHARALAMPOPULOS; TZORTZIS 
& KHUTORYANSKIY, 2012; MURPHY; FARKAS & JONES, 2017). Além disso, este 
comportamento é adequado aos probióticos, pois é interessante que eles sejam 
liberados somente na etapa intestinal para que os probióticos cheguem ao intestino 
grosso em quantidades adequadas para garantir a sua colonização e proliferação 
(SHORI, 2017).

Os resultados estão de acordo com Marques da Silva et al. (2018) onde foram 
observadas reduções nas contagens de células viáveis de Bifidobacterium lactis 
encapsulado por coacervação complexa e expostos a condições gastrointestinais 
simuladas. Etchepare et al. (2016) também observaram o mesmo comportamento ao 
encapsular L. acidophilus por gelificação iônica e expor as microcápsulas à condições 
gastrointestinais simuladas.

Em relação ao processo de reticulação com transglutaminase, resultado similar 
ao presente trabalho foi encontrado por Chen, Li, Liu & Meng (2017) ao utilizar a 
transglutaminase para induzir a gelificação iônica na microencapsulação de L. 
bulgaricus. Neste estudo, foi observado que quando as microcápsulas foram expostas 
ao trato gastrointestinal simulado, as microcápsulas começaram a liberar seu conteúdo 
no suco gástrico (7,5 log UFC g-1) e tendo sua liberação total no suco intestinal (9,3 log 
UFC g-1). Este resultado afirma que o processo de reticulação com transglutaminase é 
eficiente em oferecer maior resistência às microcápsulas e, consequentemente, maior 
proteção aos probióticos.

5 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS

Diante do exposto, o processo de coacervação complexa associada à reticulação 
com transglutaminase mostrou-se adequado, aumentando consideravelmente a 
resistência das microcápsulas frente ao trato gastrointestinal simulado e assim, 
protegendo de forma eficaz os probióticos.
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