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APRESENTAÇÃO 

A gestão, qualidade e segurança de alimentos são assuntos que estão intimamente 
ligados à toda cadeia produtiva dos alimentos.  A busca por alimentos seguros por parte 
dos consumidores faz com que a indústria alimentícia utilize e aplique ferramentas e 
programas de qualidade constantemente.

O e-book Gestão, Qualidade e Segurança em Alimentação vol. 2 traz 11 artigos 
científicos que abordam temas desde o desperdício de alimentos, processo de mudança 
da alimentação infantil, qualidade microbiológica de matérias primas e da água 
utilizada na manipulação de alimentos, qualidade físico-química e a conformidade da 
rotulagem geral de alimentos, além de novas tecnologias como a microencapsulação 
de microrganismos probióticos para aplicação em matrizes alimentícias. 

Diante da leitura dos artigos que compõem esse e-book o leitor conseguirá 
integrar Gestão, Qualidade e Segurança em Alimentação, além de atualizar-se com 
temas de suma importância. 

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan 
Vanessa Bordin Viera 
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CAPÍTULO 2

MICROENCAPSULAÇÃO E AVALIAÇÃO DA 
VIABILIDADE DE MICRORGANISMOS PROBIÓTICOS 

UTILIZANDO UM AGENTE PROTETOR

Data de aceite: 11/12/2019

Maximiliano Segundo Escalona Jiménez
Engenheiro Agroindustrial, Mestre e Doutorando 

em Ciência e Tecnologia em Alimentos pela 
Universidade Federal de Santa Maria – UFSM.

Bruna Lago Tagliapietra
Nutricionista, Mestranda em Ciência e Tecnologia 

em Alimentos pela Universidade Federal de Santa 
Maria – UFSM. 

Neila Silvia Pereira dos Santos Richards
Engenheira de Alimentos, Mestre e Doutora 
em Tecnologia em Alimentos e Pós-Doutora 
em Engenharia de Alimentos. Professora na 

Universidade Federal de Santa Maria – UFSM. 

RESUMO: A microencapsulação tem 
demonstrado ser uma técnica eficiente na 
proteção de microrganismos probióticos para 
aplicação em matrizes alimentícias. Porém, 
mesmo protegidos pelas barreiras dos materiais 
encapsulantes, os microrganismos podem sofrer 
redução da sua viabilidade. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a eficiência do leite integral 
como agente protetor na microencapsulação 
de microrganismos probióticos e analisar a 
sobrevivência às condições de refrigeração, 
congelamento e liofilização. A contagem da 
população de bactérias probióticas expostas a 
temperaturas de refrigeração nos tratamentos 

adicionados de leite integral foi 1,07x109, 
contagem superior ao encontrado no tratamento 
com adição somente de alginato de sódio. 
Esses resultados foram semelhantes para 
os tratamentos submetidos ao congelamento 
e a liofilização. A exposição a temperaturas 
baixas reduz a viabilidade dos microrganismos 
microencapsulados, sendo que a adição do 
leite integral promoveu proteção e preservou a 
viabilidade dos microrganismos probióticos em 
todas as condições testadas.
PALAVRAS-CHAVE: Geleificação iônica, 
congelamento, refrigeração, liofilização

INTRODUÇÃO

A produção de alimentos com alto valor 
agregado se apresenta como um novo desafio 
que visa atender a um público que prioriza uma 
alimentação cada vez mais saudável e rica em 
nutrientes (Silva & Orlandelli, 2019). Com a 
pretensão de atender a esses consumidores, 
a indústria de alimentos passou a agregar 
ingredientes funcionais para a elaboração de 
novos produtos alimentícios.

O estudo dos alimentos denominados 
funcionais e de seus componentes tornou-se 
intenso nos últimos anos. Os alimentos funcionais 
têm como foco a promoção da saúde humana, 
apresentam uma importância fundamental na 
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melhora da qualidade de vida e na redução dos riscos para o desenvolvimento de 
doenças crônicas não transmissíveis, não podendo ser considerado um medicamento 
que propõe a cura de uma doença, mas que possa auxiliar no tratamento dela (Hazal 
& Ötles, 2014; Tirapegui, 2013). Dentre os alimentos funcionais, os probióticos se 
destacam como uma oportunidade para inovação de produtos, a fim de atender a 
demanda de mercado já existente. 

Os probióticos são definidos como microrganismos vivos, que administrados em 
quantidades adequadas, conferem benefícios a saúde do hospedeiro (FAO/WHO, 
2002). Quando consumidos em quantidades adequadas podem prevenir a diarréia, 
tratar o Helicobacter pylori, melhorar as infecções do trato respiratório, reduzir o 
colesterol e melhorar os níveis de tolerância da lactose. Os dois gêneros mais 
populares que normalmente são adicionados aos alimentos e produtos alimentícios 
são as bactérias bífidas e os lactobacilos, sendo as bactérias deste último gênero 
mais tolerantes às condições ácidas. As bactérias bífidas são muito mais sensíveis ao 
oxigênio e à temperatura ambiente (Pitigraisorn et al., 2017). 

Para que os probióticos tenham um efeito benéfico no intestino, a concentração 
recomendada é de aproximadamente de 108-1010 unidades formadoras de colônia/ 
dia (UFC/dia), o que corresponde a aproximadamente 106-108 UFC/g no produto no 
momento do consumo (FAO/WHO, 2002; Albadran et al., 2015; Peredo et al., 2016). 
Para garantir os efeitos benéficos, como a prevenção de doenças gastrointestinais, os 
probióticos adicionados a matrizes alimentícias devem chegar vivos ao local de ação 
(Moore et al., 2015; Shori, 2017). 

A viabilidade de bactérias probióticas é considerada uma característica importante 
na condição de propriedades de saúde. Porém, devido à alta fragilidade destes em 
sobreviver as condições de pH extremos, como a do trato gastrointestinal (TGI), assim 
como a concorrência com outros microrganismos presente no meio, é inviável adicioná-
los na forma livre em algumas matrizes alimentícias, sendo necessário a aplicação de 
tecnologias que possam proteger os microrganismos (Kushal et al., 2006; Martín et al., 
2015). Nesse contexto, o microencapsulamento surge como uma alternativa para a 
proteção destes microrganismos benéficos aos seres humanos (Verruck et al., 2018b). 

A microencapsulação é uma alternativa com resultados satisfatórios quanto à 
manutenção da viabilidade dos probióticos, onde consiste em realizar o isolamento 
do microrganismo através de uma barreira artificial, formando uma proteção adicional 
contra às condições que poderiam prejudicar seu desenvolvimento e manutenção 
em condições de conservação. A microencapsulação protege os microrganismos 
probióticos durante a passagem pelas condições ácidas do estômago e do trato 
gastrointestinal (Moore et al., 2015). A técnica é fundamentada na formação de 
pequenas “embalagens” chamadas microcápsulas, microesferas ou micropartículas 
(Comunian & Fávaro-Trindade, 2016). A microcápsula consiste em uma camada de 
um agente encapsulante, geralmente um material polimérico que atua como um filme 
protetor, isolando a substância ativa (gotículas líquidas, partículas sólidas ou material 
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gasoso) e evitando o efeito de sua exposição inadequada (Vaniski, 2017). A tecnologia 
de microencapsulação permite encapsular diversas substâncias, como pigmentos, 
compostos de sabor, nutrientes, enzimas, conservantes, acidulante e microrganismos 
(Vivek, 2013).

A microencapsulação permite a produção de partículas com diâmetros que vão 
de alguns nanômetros a alguns milímetros, proporcionando proteção e liberação 
controlada do material encapsulado de acordo com a matriz utilizada. A morfologia, 
o tamanho e a estrutura das microcápsulas dependem dos materiais utilizados como 
os agentes encapsulantes e o método de encapsulamento empregado (Prasanna & 
Charalampopoulos, 2018).

Outro fator limitante para a manutenção viável dos microrganismos probióticos 
são as condições de temperaturas em que são expostos, como a refrigeração, o 
congelamento e a liofilização. Muitas destas práticas podem ser inconvenientes, sendo 
necessária a incorporação de elementos de proteção antes da encapsulação, com a 
finalidade de prolongar a proteção e, consequentemente manter viável a população 
dos microrganismos (Vaniski, 2017). 

A microencapsulação retarda ou impede a rápida degradação e inativação, 
desacelerando ou evitando processos de degradação até que o produto seja 
direcionado para o local desejado (Eratte et al., 2015).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a incorporação de 
leite integral em pó como agente protetor na microencapsulação de microrganismos 
probióticos e analisar a sobrevivência às condições de refrigeração, congelamento e 
liofilização. 

MATERIAIS E MÉTODOS

Preparo dos inóculos probióticos 

O preparo do inóculo foi realizado seguindo a metodologia proposta por 
Palazzolli (2017) com modificações. Cepas liofilizadas de Lactobacillus acidophilus 
e Bifidobacterium animalis subsp. lactis foram inicialmente reativadas em 10 mL de 
caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharpe) contendo 0,1% de Tween 80, e incubadas por 
18 horas. Após o primeiro período de incubação, foram transferidas para um volume 
de 90 mL do mesmo meio e incubadas por mais 18 horas em jarras de anaerobiose a 
37 oC. Após a segunda incubação, foram centrifugadas a 7.000 rpm por 5 minutos à 
5 ºC, e os pellets precipitados foram lavados duas vezes com cloreto de sódio 0,85% 
para eliminação do caldo sobrenadante (Martín et al., 2015).

Produção das micropartículas 

Empregou-se a gelificação iônica como método de microencapsulação, na 
qual é utilizada uma solução de alginato de sódio (1%) e cloreto de cálcio (0,1 M) 
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(Etchepare et al., 2016). Com intuito de avaliar a capacidade de proteção do leite 
integral, foram preparados dois tratamentos, o primeiro constituído de 1% de células 
de microrganismos previamente ativadas e adicionadas diretamente na solução 
de alginato de sódio, e, o segundo tratamento onde 1% (m/v) dos microrganismos 
probióticos foram diluídos numa solução 12% (m/v) de leite integral em pó esterilizada, 
sendo, posteriormente, misturados com uma solução de alginato de sódio (1:4). A 
seguir foram injetados na solução de cloreto de cálcio através de uma seringa de 10 
mL de capacidade. A agitação foi mantida por 30 minutos após o término do processo. 
As partículas formadas foram lavadas com água destilada esterilizada para remover o 
excedente do cloreto de cálcio. O fluxograma de elaboração das cápsulas está descrito 
na Figura 1.

Armazenagem das micropartículas em diferentes condições 

Cada tratamento foi subdividido em três alíquotas. As micropartículas encapsuladas 
foram depositadas em recipientes plásticos com tampa, previamente esterilizados. 
Após, cada alíquota foi submetida aos diferentes métodos de conservação. As alíquotas 
das microcápsulas produzidas foram armazenadas nas seguintes condições: condição 
1: refrigeração a 5 oC por 24 horas; condição 2: congeladas a -18 oC por 24 horas e 
condição 3: congeladas (-18 oC por 24 horas) e liofilizadas.  

Enumeração de microrganismos

Para contagem dos microrganismos, um grama de cápsulas foi diluído em 9 
mL de tampão fosfato (pH 7,2), agitando-se continuamente até romper a estrutura da 
cápsula. Foram realizadas diluições seriadas em água peptonada (0,1%). Um mL da 
diluição foi plaqueada em ágar MRS (de Man, Rogosa e Sharpe) contendo 0,1% de 
Tween e incubadas em jarras de anaerobiose por 72 horas a 37 oC. 
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Figura 1 – Fluxograma de produção das cápsulas pela técnica de geleifi cação iônica.
Fonte: Os autores 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A microencapsulação por geleifi cação iônica é descrita como um método de fácil 
aplicabilidade, relativamente mais econômico e efi ciente em comparação com outras 
formas de encapsulação (Verruck et al., 2018a). Para o método de geleifi cação iônica 
são conhecidos os efeitos tanto dos diferentes processos de microencapsulação, assim 
como de exposição a diferentes condições extremas de pH, temperaturas, sendo o 
alginato um dos principais polímeros utilizados (Paula et al., 2010). 

A formação de cápsulas de alginato ocorre por interação iônica entre as carboxilas 
do polissacarídeo e cátions divalentes, como o cálcio, que se encaixa nas cavidades 
eletronegativas levando a produção de uma estrutura na forma de rede, sendo que 
esta interação resulta na formação de um hidrogel termoestável, cujas propriedades 
variam com as características do polímero e do método utilizado (Bueno et al., 2015).

Grande parte das aplicações deste polímero é devido à sua capacidade de 
formação de géis independente de temperatura, à sua biocompatibilidade e à sua 
sensibilidade ao pH, além de ser um biomaterial biodegradável e atóxico, sendo que 
uma aplicação já consolidada de alginato é em sistemas de liberação controlada 
(Cacuro & Waldman, 2018).
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O processo de polimerização iônica não necessita de condições severas, sendo 
simples, rápido e de baixo custo, porém, há dificuldades na obtenção de partículas 
com distribuição de tamanho e forma uniformes (Calero et al., 2008).

A microencapsulação é de grande interesse para a indústria de alimentos, pois 
permite uma aplicação mais ampla de probióticos no mercado de alimentos (Martín et 
al., 2015).

A Tabela 1 apresenta os resultados da contagem dos microrganismos probióticos 
dos tratamentos das partículas encapsuladas com ou sem a adição da solução de leite 
integral, e submetida às condições de armazenamento de refrigeração, congelamento 
e liofilização. 

Manter a viabilidade de bactérias probióticas em alimentos durante a fabricação, 
armazenamento e, principalmente, na chegada ao trato gastrointestinal ainda é um 
grande desafio para as empresas que possuem alimentos com estes microrganismos. 
A viabilidade das bactérias probióticas depende de vários fatores, como a estirpe das 
bactérias, a composição dos alimentos em que estão incorporadas e as condições de 
processamento usadas. O ambiente ácido e as enzimas do estomago, bem como os 
sais biliares secretados no duodeno são os principais obstácups para a sobrevivência 
das bactérias (Peredo et al., 2016). Os lactobacilos e as bactérias bífidas são os 
microrganismos mais comumente estudados por causa de seus comprovados 
benefícios à saúde e também sua longa história de uso em alimentos (Eratte et al., 
2015).

Diferentes abordagens que aumentam a resistência da sensibilidade desses 
microrganismos contra condições adversas foram propostas, incluindo cepas 
resistentes a ácidos e bile, além do uso de recipientes impermeáveis ao oxigênio, 
fermentação em duas etapas, adaptação ao estresse, incorporação de nutrientes, 
como, por exemplo, peptídeos e aminoácidos e finalmente a microencapsulação. 
Sendo esta última opção um dos mais eficientes métodos (Martín et al., 015).

A viabilidade celular pode ser aprimorada otimizando o processo de fermentação 
que leva à produção de células mais robustas para serem incorporadas em matrizes 
alimentares, utilizando materiais de proteção como crio ou lipoprotetores, durante o 
congelamento ou a desidratação (Albadran et al., 2015). 

A sobrevivência de bactérias probióticas em matrizes secas pode ser influenciada 
pela temperatura de armazenamento e atividade de água, sendo esta última definida 
como a água livre do produto seco. Foi sugerido que valores de atividade de água acima 
de 0,25 provavelmente aumentarão a taxa de mortalidade de bactérias probióticas 
durante o armazenamento devido a um aumento no metabolismo bacteriano (Fu & 
Chen, 2011; Tripathi & Giri, 2014).

Cápsulas com diâmetros maiores e maior concentração do material encapsulado 
melhoram a proteção oferecida contra as condições ambientais adversas, por exemplo 
no TGI ou em um alimento (Ding & Shah, 2009). 

Evidencia-se uma diferença para os tratamentos com os microrganismos 
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diluídos na suspensão de leite integral/alginato e os tratamentos com alginato. 
Uma das desvantagens da microencapsulação com utilização da gelificação iônica 
é a porosidade da cápsula devido as características da união dos compostos antes 
mencionados (Vivek, 2013). A adição de leite integral pode ter corrigido a porosidade 
natural da cápsula, protegendo ainda mais os probióticos das condições de temperaturas 
avaliadas nos testes. 

Método de conservação Alginato + Leite
(UFC/mL)

Alginato 
(UFC/mL)

Refrigeração 1,07x109 7,4x108
Congelamento 4,45x108 5,4x105
Liofilização 8,8x107 3,4x104

Tabela 1 - Contagem de microrganismos probióticos microencapsulados por geleificação iônica 
com alginato de sódio, adicionado ou não de leite integral em pó.

Fonte: os autores

A contagem das partículas submetidas ao tratamento por refrigeração mostrou 
maior sobrevivência dos microrganismos quando comparadas aos tratamentos das 
cápsulas conservadas por congelamento e liofilização, em ambos os tratamentos (com 
ou sem leite integral). Este resultado coincide com a avaliação de micropartículas 
congeladas adicionadas de Hi-maize e quitosana, que resultaram em uma contagem 
menor no tratamento por congelamento quando comparado com as micropartículas 
refrigeradas (Etchepare et al., 2016). 

O objetivo fundamental dos estudos de microencapsulação é focado, 
principalmente na proteção das células probióticas quando expostas ao estomago e 
as condições gastrointestimais, ou seja, submetidas a pH baixo e sais biliares. No 
entanto, um aspecto importante, relevante para o processo de microencapsulação 
dos microrganismos probióticos que não são demonstradas adequadamente é a 
proteção de células bacterianas vivas de obstáculos tecnológicos, como, por exemplo, 
alta ou baixa temperatura, alto teor de sal, baixa atividade de água e substâncias 
antibacterianas, que são normalmente aplicadas no processamento de preservação 
de alimentos. Portanto, evidências substancialmente empíricas do impacto dos 
obstáculos da tecnologia de alimentos nos probióticos microencapsulados são 
necessárias na concepção de modalidades para garantir a viabilidade de células 
bacterianas em alimentos geralmente não considerados como veículos de viabilidade, 
um exemplo seria os produtos de panificação (Malmo et al., 2013). A técnica deve ser 
continuamente estudada visando oferecer oportunidades para expandir a gama de 
alimentos em que poderá ser usada no oferecimento da passagem de probióticos pelo 
estomago, duodeno e trato gastrointestinal (Prisco et al., 2015). 

Neste estudo, a adição do leite integral mostrou ser um fator importante nas 
contagens das bactérias probióticas nas condições avaliadas, sendo a contagem 
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superior quando comparada ao tratamento com adição somente de alginato. Essa 
resposta positiva se repetiu em todos os grupos avaliados (leite + alginato vs alginato), 
em todas as condições de conservação, coincidindo com os resultados obtidos por 
Prasanna & Charalampopoulos (2018), onde foram avaliadas várias suspensões com 
leite para microencapsulação de bifidobactérias. 

A liofilização constitui um processo de conservação eficiente para preservar as 
características de alguns compostos microencapsulados (Nogueira et al., 2017), porém, 
quando se trata de microrganismos probióticos, mostrou-se como um tratamento 
agressivo, em virtude das condições nas quais se desenvolve, e, há o comprometimento 
da sobrevivência das células, uma vez que é um processo de desidratação e pode 
afetar a morfologia, pois perturba a integridade estrutural da matriz de cálcio-alginato 
e, consequentemente, leva à redução de sua esfericidade (Cujic et al., 2016). 

A etapa de congelamento, como condição de conservação e também antes do 
processo de liofilização causa danos à membrana da célula por causa da formação 
de cristais de gelo e, também confere condições de estresse por alta osmolaridade. 
Quando se faz a adição de um crioprotetor, como o leite integral, há uma tendência 
de proteger os microrganismos probióticos durante o congelamento e a desidratação 
sofrida durante o processo de liofilização.  

Crioprotetores podem ainda serem adicionados ao meio antes da fermentação 
para ajudar na adaptação dos microrganismos probióticos ao meio ambiente. O 
mecanismo dos crioprotetores deve-se à capacidade de se acumularem dentro das 
células, reduzindo a diferença osmótica entre as células bacterianas e o ambiente 
externo. Leite sem alginato de sódio também pode ser utilizado no processo de 
microcápsulas, pois apresentam uma boa proteção para lactobacilos, porém as 
microcápsulas são irregulares e possuem baixa característica mecânica (Martín et al., 
2015).

Cápsulas com teor de alginato considerado baixo (1%) podem formar esferas 
oblatas após o processo de liofilização, possivelmente em função de não haver 
moléculas de alginato suficientes para formar uma estrutura estável (Yan et al., 2014).

Cardoso (2014) sugere que elevadas concentrações de polímeros favoreceram a 
formação de hidrogéis mais densos, contribuindo para maior densidade de reticulação, 
que leva ao aumento da força e densidade da estrutura do gel, ou seja, à medida que 
a concentração aumenta, a rede torna-se mais homogênea, com poros menores, e, 
portanto, mais densamente ligada. Estudos sugerem o uso de concentrações entre 
0,5 a 5%.

Maiores relações entre alginato de sódio e o material de recheio são recomendadas 
para obter micropartículas mais esféricas e esteticamente mais aceitas (Yan et al., 
2014).

Neste estudo ficou demonstrado que o uso de leite integral aumentou a proteção 
dos microrganismos microencapsulados, resultando em contagens (Tabela 1) 
significativamente superior (p<0,05) ao tratamento onde as células foram suspensas 
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somente em alginato de sódio. Chatterjee & Judeth (2016) concluíram que a utilização 
do leite integral no processo de formação de partículas demonstrou ser um material 
promissor para formação da parede na microencapsulação de alguns compostos 
bioativos. 

Esses resultados permitem identificar os alimentos que apresentam características 
e potencial para aplicabilidade das microcápsulas desenvolvidas. Os derivados lácteos 
são por excelência as matrizes alimentares mais utilizadas como veículo de bactérias 
probióticas na alimentação humana, encontrando-se uma variedade importante de 
produtos como iogurte, leites fermentados, leite em pó, sorvetes queijos, entre outros 
(Ranadheera et al., 2010; Richards, 2016).

A microencapsulação por geleificação iônica com adição de leite integral é 
uma alternativa promissora para a proteção dos microrganismos probióticos, pois 
preserva sua viabilidade durante o processamento e o armazenamento, permitindo a 
aplicabilidade em diversas matrizes alimentícias. 

A inclusão de probióticos nas matrizes alimentares é uma das linhas de pesquisa 
mais promissoras para a indústria de alimentos. O desenvolvimento de alimentos 
contendo microrganismos probióticos estáveis como ingredientes apresenta-se como 
um significativo desafio para as indústrias de alimentos e suplementos que desejam 
atender ao mercado de alimentos funcionais (Ying et al., 2016).

CONCLUSÃO

A temperatura de conservação pode reduzir a viabilidade dos microrganismos 
probióticos miroencapsulados. Porém, este estudo demonstrou que o leite integral tem 
potencial para ser um agente protetor dos microrganismos na microencapsulação por 
geleificação iônica utilizando alginato de sódio. O processo de liofilização ocasionou a 
maior diminuição dos microrganismos probióticos quando comparado as condições de 
refrigeração e congelamento. A adição de leite integral pode ter corrigido a porosidade 
do complexo alginato de sódio - cloreto de cálcio, permitindo assim uma maior proteção 
dos probióticos microencapsulados.  
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