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Resumo

O consumo de alimentos probidticos tem aumentado consideravelmente nos ltimos anos e diversos alimentos
probidticos jd estdo disponiveis no mercado. Entre os microrganismos probidticos se destacam os dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium. No entanto, a aplicagdo deste tipo de microrganismo é limitada a produtos que ndo
passem por condicdes extremas de temperatura durante seu processamento. Assim, técnicas de encapsulagido vém
surgindo como alternativas para adicionar microrganismos probidticos em produtos processados termicamente.
Entre as principais técnicas de encapsulagio estdo extrusdo, spray-drying e emulsificacdo, sendo que todas
apresentam vantagens e desvantagens. Atualmente diversos materiais podem ser utilizados para encapsular
bactérias, porém, o alginato é o mais comumente utilizado. Para se obter cipsulas com maior viabilidade mesmo
apds tratamentos térmicos é necessdrio associar cepas probidticas termoresistentes e adequados materiais e técnicas
de encapsulagdo.

Palavras-chave: Probiéticos. Encapsulagdo. Termoresisténcia. Extrusdo. Lactobacilli.

Abstract

The consumption of probiotics has increased considerably in recent years and many probiotic foods are already
available on the market. Among probiotic microorganisms, Lactobacillus and Bifidobacterium are the most common.
However, the application of this kind of microorganism is still limited to foods that not pass through extreme
conditions of temperature during processing. Thus, encapsulation techniques are emerging as an alternative to use
probiotic microorganisms in thermally processed foods. The main encapsulation techniques are extrusion, spray-
drying and emulsification, which each one has its advantages and disadvantages. Currently, various materials can
be used for encapsulating bacteria; however, alginate is the most commonly used. To obtain probiotic capsules with
high viability even after heat treatments is necessary to associate heat tolerant probiotic strains and appropriated
materials and encapsulation technigues.
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1 Introducao

Atualmente, consumidores buscam cada vez
mais por alimentos que sejam seguros, nutritivos
e 0 mais natural possiveis (Jiménez-Colmenero et
al.,, 2006). Por isso, o mercado dos alimentos
funcionais cresceu rapidamente nas ultimas
décadas, devido a essas mudangas
comportamentais dos consumidores. Entre os
alimentos funcionais, 65% do mercado deste tipo
de alimento é representado pelos produtos
probioticos (Agrawal, 2005).

O conceito de probidticos surgiu no comego
do século 19 devido observagdes do
imunologista russo Elie Metchnikoff que
hipotetizou que camponeses bulgaros viviam
mais e de forma mais sauddvel devido ao
consumo de leites fermentados contendo
Lactobacillus benéficos que influenciariam na
saude intestinal (Dixon, 2002). Hoje em dia,

probidticos podem ser definidos como
“microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas,

conferem efeitos benéficos a quem os consome”
(FAO/WHO, 2002).
Probidticos ja vem sendo incluido em
diversos produtos, tanto alimenticios (Anal &
Singh, 2007) quanto para alimentagdao animal
(Gaggia et al, 2010). Os principais
microrganismos com caracteristicas probioticos
pertencem  aos  géneros  Lactobacillus e
Bifidobacterium (Weinbreck et al., 2010), porém
outras espécies como Enterococcus, Pediococcus e
Saccharomyces também podem ser utilizadas
(Tabela 1). Entre os beneficios do consumo de
microrganismos probidticos, pode-se citar o
imunidade, reducdao nos
sintomas de alergias alimentares, controle da
sindrome do intestino irritado/inflamado,

aumento na toleréncia a lactose e reducdo nos

fortalecimento da

fatores de riscos para alguns tipos de cancer
(Parves et al., 2006). No entanto, para que
exercam os efeitos benéficos a satde, é indicado
que a dose didria de probioticos seja entre 108-10°
UFC/g (Champagne et al.,, 2005), sendo que a
minima concentracdo de probioéticos no alimento
deve ser entre 106-107 UFC/g no momento do
consumo (Nulkaekul et al., 2012).

Por isso, o maior desafio na incorporagao de
probioticos em alimentos estd em manter a
viabilidade  das

bactérias durante 0

processamento e periodo de armazenamento até
o consumo do produto (Granato et al., 2010).
Dependendo do tipo de alimento, os probioticos
estardo sujeitos a uma diversa gama de etapas de
produgdao que nao
viabilidade, além das caracteristicas préprias do

sao favoraveis a sua

alimento, de seu armazenamento e condi¢des de
Estudos ja
sobrevivéncia de microrganismos probidticos
quando sdo adicionados como células livres aos

consumo. relataram a baixa

alimentos (Burgain et al., 2011; De Vos et al.,

2010).

Tabela 1- Principais microrganismos utilizados
como probidticos (Vuyst et al., 2004)

. acidophilus
. casei

. gasseri

. jhonsonii

. paracasei

. plantarum
. reuteri

. thamnosus
. salivarius

Espécies de
Lactobacillus

. adolescentis
. animalis
bifidum
breve

. infantis

. lactis

Espécies de
Bifidobacterium

sSII~CIEe RS S I e e el el e e R e R e

. longum

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium?
Lactococcus lactis

Outras Bactérias
Acido-Laticas
Pediococcus acidilactici

Outros
microrganismos

Escherichia coli (Nissle
1917)2
Saccharomyces cerevisae

! Uso principalmente em animais
2 Uso principalmente em formulagdes farmacéuticas

Na industria de alimentos hd uma ampla
gama de produtos
temperaturas no seu processo de fabricacdo é
utilizado. Entre estes, estao a pasteurizagao ou
esterilizacao de leite e sucos, cozimento de
produtos carneos e pelletizacdo de ragdes. O
processo  de produtos
inviabiliza a utilizagdo de probidticos uma vez
que estes nao sao capazes de resistir a
temperaturas

onde o wuso de altas

fabricacdo  destes

extremas. Nesse contexto a
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encapsulagdo surge como uma tecnologia

promissora e que ja vem sendo utilizada para
oferecer =~ protecdo  aos
probioticos e aumentar a sua sobrevivéncia em
varios tipos de alimentos (Homayouni et al.,
2008; Ozer et al., 2009; Heidebach et al., 2012).
Diversos estudos estao sendo
objetivando um aumento na resisténcia térmica
de probidticos através da sua encapsulagao como
uma alternativa para sua utilizagdo em alimentos
termicamente processados (Cavalheiro et al.,
2015; Chen et al., 2007; Chitprasert et al., 2012;
Ding & Shah, 2009; Mandal et al., 2006; Sabikhi et
al., 2010; Shaharuddin & Muhamed, 2015; Wang
et al., 2015; Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2016).

Por isso, o objetivo deste trabalho é fazer uma
revisdo sobre os
encapsulagao e suas aplicabilidades na tentativa
de aumentar a resisténcia térmica de probidticos.

microrganismos

realizados

principais métodos de

2 Encapsulacao

Encapsulacao pode ser definida como uma
tecnologia de empacotamento de materiais
solidos, liquidos ou gasosos em capsulas que sao
capazes de liberar seu contetido em determinado
momento sob influéncia de condi¢des especificas
(Anal & Stevens, 2005, Kailasapathy &
Masondole, 2005; Anal et al., 2006; Anal & Singh,
2007). A encapsulagdo ja ¢é
amplamente utilizada nas areas alimenticia,
téxtil, agroquimica e farmacéutica.

técnica de

Em relacdo a estrutura das capsulas, o
agente
encapsulante, de cobertura ou parede, enquanto
o material encapsulado (probioticos) é chamado
de recheio ou nucleo (Gibbs et al., 1999;
Champagne & Fustier, 2007; Favaro-Trindade et
al.,, 2008; Fritzen-Freire et al., 2013). Ainda, as
capsulas podem ser classificadas de acordo com
seu tamanho em macrocapsulas, que sdo aquelas
maiores que 5000 um e, microcapsulas, onde o

material externo ¢ chamado de

tamanho varia entre 0,2 e 5000 um. Os fatores
determinantes para o tamanho das capsulas sao
basicamente o material de parede e a técnica
utilizada para a encapsulacao.

Atualmente existem diversas técnicas que
podem  ser
probidticos, sendo que as mais comumente
utilizadas sao extrusao,
drying) e emulsificagao.

utilizadas  para  encapsular

atomizagao (spray-

2.1 Técnicas de encapsulacao
2.1.1 Extrusao

fisica de
encapsulagdo que utiliza hidrocoldides como
materiais encapsulantes.
encapsulado é completamente homogeneizado
com o material encapsulante. A encapsulacao
ocorre através do gotejamento dessa solugao em
outra solucao solidificante (cloreto de calcio)
através de um bico. Geralmente, este processo
produz capsulas com tamanho variando entre 2 e
5 mm (Figura 1) (Krasaekoopt et al., 2003).
Porém, é possivel o uso de um sistema com
pressao, o que reduz consideravelmente o
tamanho final das capsulas. Por fim, as capsulas
sao separadas da solugdo solidificante e podem
ser secas ou usadas in natura. A extrusao é um
método simples e barato e como nao envolve o
uso de condigdes extremas, produz uma grande

A  extrusdo ¢é uma técnica

O material a ser

viabilidade probiotica (Krasaekoopt et al., 2003;
Burgain et al., 2011). Geralmente, a eficiéncia de
encapsulagdo (EE) ao utilizar essa técnica é
proxima de 100% (Krasaekoopt et al., 2004;
Kushal et al., 2006; Urbanska et al., 2007).

Figura 1 - Capsulas contendo Lactobacillus plantarum
obtidas através da técnica de extrusao, utilizando
como materiais de capsula alginato de sodio,
trehalose, leite em po e inulina
Fonte: Os autores

O material mais comumente utilizado para
encapsular probidticos através da técnica de

7 7

extrusdo é o alginato, que é um polissacarideo

extraido de diversas espécies de algas e
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composto pelos acidos 3-D-manurdnico e a-L-
guluronico. No entanto, as capsulas obtidas com
o uso de alginato sdao porosas, o que é uma
desvantagem quando se deseja proteger os
microrganismos de ambientes adversos (Gouin,
2004). Porém, este defeito pode ser compensado
pela mistura de alginato com outros polimeros,
cobrindo as capsulas com outros compostos ou
aplicando mudangas estruturais no alginato pela
adicdo de diferentes aditivos (Krasaekoopt et al.,
2003). Estudos ja relataram a mistura de alginato
com gelatina, amido, leite entre outras para
encapsular probioticos pela técnica de extrusao
(Ross et al., 2008; Li et al., 2009; Babu et al., 2009).

2.1.2 Spray-drying

Encapsulacdo através de spray-drying ja é
utilizada desde a década de 1950 em uma
variedade de aplicacoes vitaminas,
minerais, 6leos de pescado e probidticos (Gouin,
2004; Desai & Park, 2005). Nesta técnica, a

solucdo contendo os probidticos e o material de

como

capsula é atomizado em uma camara e a agua €
evaporada através do contato com o ar quente
fazendo com que ocorra a secagem e formagao
da capsula. Entre as vantagens desta técnica
estdo a facilidade de implantagdo em escala
industrial, baixo custo operacional e facilidade
de operacdo continua. No entanto, devido o uso
de altas temperaturas, seu uso é limitado a
materiais que  apresentem  determinada
resisténcia térmica. Apesar de esta ser uma das
utilizadas para
alguns estudos nao

formas mais tradicionais
encapsulas probioticos,
indicam seu uso devido a perda de viabilidade
durante o processo (Gibbs et al, 1999;
Kailasapathy, 2002; Madene et al, 2006;
Mortazavian et al., 2007).

No entanto, a perda de viabilidade probidtica
pode ser amenizada através de ajustes nas
temperaturas de inlet e outlet para minimizar o
choque térmico (Champagne & Fustier, 2007). A
perda de viabilidade também vai depender do
tipo de material utilizado como material de
capsula. Por exemplo, a adi¢do de amidos
aumenta a viabilidade probidtica durante o
processo de secagem e armazenamento (Burgain

etal., 2011).

2.1.3 Emulsificacao

A técnica de emulsificagdo também é

amplamente  utilizada  para  encapsular
probioticos. Esta técnica consiste na dispersao da
solucdo contento os microrganismos probioticos
e o material encapsulante (fase dispersa) em um
oleo (fase continua). Esta mistura quando
submetida a agitagdo forma uma emulsdo agua-
em-0leo (W/O), que pode ser tanto permanente
quanto temporaria. O cloreto de calcio também é
utilizado nesta técnica, e quando adicionado a
emulsao faz com que ocorra a separacao de fases
(Krasaekoopt et al., 2003) liberando as capsulas.
No entanto, pode-se utilizar a emulsdo
permanente  contendo  os
encapsulados como ingrediente na preparagao
de produtos alimenticios.

O alginato também ¢é amplamente utilizado
como material de capsula ao utilizar a técnica de
emulsificacao (fase dispersa). No entanto, outros
materiais também podem ser utilizados como
carragenas (Audet et al, 1988), quitosana
(Groboillot et al., 1993), gelatina (Hyndman et al.,
1993) e celulose acetato phthalate (Rao et al.,
1989). Ja como fase continua, para aplicagdes em
alimentos, 6leos vegetais como canola, soja, oliva

microrganismos

e arroz sdo normalmente usados (Lamba et al.,
2015).

As principais vantagens desta técnica sdo a
facilidade de utilizar-la em grande escala e a
obten¢do de uma alta eficiéncia de encapsulagao
(Chen & Chen, 2007). Ainda, a técnica de
emulsdo é capaz de formar capsulas com
tamanho muito menor quando comparada a
técnica de extrusdo, o que pode ser considerado
como uma caracteristica desejavel dependendo
do tipo de alimento onde elas serao incorporadas
(Burgain et al., 2011). No entanto, a técnica de
emulsificacdo pode formar capsulas com formato
irregular (Muthukumarasamy & Holley, 2006), e
é menos econdmica devido a necessidade do uso
de oleos vegetais e estabilizantes de emulsao
(Gbassi & Vandamme, 2012).

Mais recentemente surgiu o conceito de
emulsdes duplas ou multiplas que sdo sistemas
multicompartimentados onde uma emulsao W/O
e uma Oleo-em-agua (O/W) coexistem (Garti,
1997, Marquez & Wagner, 2010; Jimenez-
Colmenero, 2013). Assim, surgem as emulsdes
agua-em-oleo-em-agua (W/O/W) ou oOleo-em-
agua-em-6leo (W/O/W). Microrganismos como
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L. acidophilus, L. plantarum (Figura 2), L.
rhamnosus e L. salivarius ja foram encapsulados
utilizando esta técnica (Shima et al., 2009;
Pimentel-Gonzalez et al., 2009; Rodriguez-Huezo

et al., 2014; Zhang et al., 2015).

Figura 2 - Capsulas contendo Lactobacillus plantarum
obtidas através da técnica de emulsao dupla
(W/O/W), utilizando “Aguamiel” (a) e soro de leite
(b) como materiais de capsula. Aumento de 100x
Fonte: Rodriguez-Huezo et al. (2014)

3 Encapsulacio de probioticos e
resisténcia térmica

Para que um microrganismo seja incorporado
a um alimento, este deve resistir as diversas
etapas de processamento, armazenamento e
consumo. Sabe-se que, por cada etapa destas
ocorrem quedas na viabilidade probidtica, o que
acaba por muitas vezes limitar o uso deste tipo
de pratica na industria de alimentos. Entre os
principais responsaveis na queda da viabilidade
probiodtica esta o uso de altas temperaturas
durante o processamento (Ang et al., 1991; Kim
et al, 2001). Assim, a encapsulagio de
probioticos surge como uma alternativa para a
incorporagao deste tipo de microrganismo em
alimentos que sao processados termicamente. No

entanto, estudos envolvendo a producao de
capsulas
temperaturas e sua aplicabilidade em alimentos
é escassa. Na tabela 2 estdo resumidos os

probidticas  resistentes 4  altas

principais estudos realizados com este objetivo.
Conforme Kim et al. (2001), a temperatura
subletal e letal de L. acidophilus é 53 e 60 °C,
respectivamente. Ao expor este microrganismo
tanto na forma livre, quanto encapsulado em
alginato de sddio (4%) e amido a temperaturas
de 75, 85 e 90 °C por 30s, Sabikhi et al. (2010)
observou redugoes entre 8 e 9 log UFC/g na
viabilidade de L. acidophilus na forma livre. No
entanto, quando encapsulados, a reducdao na
viabilidade foi significamente menor, entre 1 e 4
log UFC/g. A maior protecao aos probidticos
encapsulados
concentragao de alginato utilizada, uma vez que
maiores concentragdes oferecem maior protegao

também estd relacionada a

aos probidticos durante o tratamento térmico
(Hannoun & Stephanopoulos, 1986; Mandal et
al., 2006; Sabikhi et al., 2010). Porém, capsulas de
alginato normalmente apresentam poros, o que
permite a difusao da temperatura para o interior
da cépsula (Mandal et al.,, 2006; Ding & Shah,
2009; Gouin, 2004). Outros materiais que podem
ser utilizados na encapsulacao de probidticos,
como o
apresentam o problema de gerar capsulas
porosas (Butun et al.,, 2011). Como alternativa,
outros materiais de capsulas podem ser incluidos
como quitosana, trehalose, inulina, leite em po,
maltodextrina, farelo de arroz, entre outros para

carboximetilcelulose também

aumentar a protecdo aos probidticos (Cavalheiro
et al., 2015; Silva et al., 2015; Chitprasert et al.,
2012).

Conforme Cavalheiro et al. (2015), ao
encapsular L. plantarum em alginato, leite em po,
inulina e trehalose foi possivel manter a
viabilidade probiodtica por um maior periodo de
tempo ao expor estas capsulas a temperaturas de
70 °C. No entanto, sempre haverd perda de
viabilidade probiotica ao expor as capsulas aos
tratamentos térmicos. Isso se deve a inativagdo
de microrganismos que estdo localizados na
superficie externa da capsula e desta forma nao
possuem a mesma protecao quando comparados
aos microrganismos que se localizam na parte
interna da capsula. Simulando o tempo e
temperatura utilizados para pelletizar racdes de
frango (85 °C por 25 seg), Chitprasert et al. (2012)
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Tabela 2 - Microrganismos probidticos encapsulados submetidos a provas de resisténcia a altas

temperaturas
Microrganismo Técnica Material Temp./Tempo Referéncia
L. salivarius Emulsao S/O/W1 Pectina de 0 . Zhang et al.
beterraba 63%C /30 min (2016)
L. rhamnosus Imobilizacdoe  Alginato e bagaco 90 °C / 40 se Shaharuddin &
extrusao de cana de aguicar & Mohamad (2015)
L. kefiranofaciens Liofilizacao Alginato, goma De 25 a 75 °C,
gelana e leiteem  mantendo por1 Wang et al. (2015)
po desnatado min
L. salivarius Emulsao multi-  Isolado proteico
. : Zhang et al.
camadas de soro, caseinato 63 °C /30 min
s . (2015)
de sodio e pectina
L plantarun Bxtrusdo  Alginato, inulina, 510,20 Cavalheiro et
, 30 min (2015)
em po
L. plantarum Emulsao W/O/W?2 ”Aguamiell” e 73°C /3 min Rodriguez-Huezo
soro de leite et al. (2014)
L. reuteri Emulsao Carboximetil Chitorasert et al
celulose e farelo 852 C/ 25 seg P ’
(2012)
de arroz
L. acidophilus Emulsao . . 75,85 e95°C /30 Sabikhi et al.
Alginato e amido
seg (2010)
B. bifid Extrusa Alginat
ifidum XS0 BIMAOCEOMA 7500 /1min  Chen etal. (2007)

gelana

1 Emulsdo sdlido-em-dleo-em-agua

2 Emulsdo agua-em-dleo-em-agua
também relatam que a associagdo de
carboximetilcelulose de aluminio juntamente
com farelo de arroz é capaz de promover maior
protecdo ao L. reuteri. Este microrganismo,
apesar de
termotolerantes (Nitisinprasert et al., 2000) ndo
foi capaz de manter uma alta viabilidade apds o
tratamento térmico empregado (85 °C/25 seg).

apresentar caracteristicas

Estes resultados evidenciam uma vez mais a
probioticos
termotolerantes a adequados
materiais de capsulas e técnicas de encapsulagao
para obter resultados satisfatdrios e passiveis de

necessidade de associar com

caracteristicas

aplicacdo pela industria. Ao usar L. salivarius que
possui uma fraca tolerancia térmica (Gardiner et
al., 2000), em uma emulsao solido-em-agua-em-
oleo (S/W/O), Zhang et al. (2016) nao observaram
uma protecdo eficaz frente aos tratamentos
térmicos (63 °C por 30 minutos). Apds o
tratamento térmico, foram observados valores de
L. salivarius na forma livre abaixo dos niveis de
deteccao (< 1 log UFC/g) enquanto que na forma
encapsulada ficaram entre 1,48 e 1,78 UFC/g.

Valores baixos de probidticos ndao permitem a
aplicacdo das capsulas em alimentos, uma vez
que para ser considerado como alimento
probidticos, este deve estar em nuiimero superior
a 6 log UFC/g no momento do consumo
(Nulkaekul et al., 2012).

Utilizar probioticos encapsulados por spray-
drying em alimentos processados termicamente
nao parece ser vantajoso. Devido a utilizagao de
altas temperaturas, o processo de encapsulagao
pode produzir injtrias nas células probidticas,
diminuindo assim sua resisténcia ao passar por
um novo tratamento térmico durante o
processamento do alimento.

Outro fator importante é o estudo da
aplicabilidade de capsulas probidticas in vivo, ou
seja, diretamente no alimento que sofrera o
processo térmico. Nesse contexto, Rodriguez-
Huezo et al. (2014) estudaram a viabilidade de L.
plantarum encapsulados em emulsdes duplas
contendo “Aguamiel” e soro de leite adicionadas
em queijo Oaxaca. Este tipo de queijo é muito
popular no México e seu consumo envolve o seu
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derretimento, uma vez que consumido
juntamente com “tortillas”. Apos o tratamento
térmico (73 °C por 3 min), foi observada uma
reducao de 2,18 log UFC/g para o tratamento
sem emulsdes duplas enquanto nos tratamentos
com emulsdes duplas foi de 1,42 e 1,94 log
UFC/g, possuindo contagens finais superiores a 6
log UFC/g, que é a minima concentracao para
que o alimento seja considerado como
probioticos (Nulkaekul et al.,, 2012). De acordo
com os autores, a maior protecdo térmica nos
tratamentos com L. plantarum se deve aos
materiais utilizados na encapsulagdo, uma vez
que o possui
concentra¢ao de frutoligossacarideos que agem
como termoprotetores (Rodriguez-Huezo et al.,
2009) enquanto o soro de leite possui capacidade

“Aguamiel” uma grnade

tamponante contra condi¢des de acidez
(Pimentel-Gonzalez et al., 2009).
Outros estudos também evidenciam a

possibilidade de imobilizar bactérias probioticas
em pedacos de frutas e assim aumentar a
resisténcia  as utilizadas na
producdo de vinho e queijos (Kourkotas et al.,
2006a; Kourkotas et al., 2006b).

Porém, apesar do potencial uso da probidticos

temperaturas

encapsulados em alimentos termicamente
processados, novos estudos sdo necessarios
objetivando verificar as possiveis alteragdoes que
a inclusao deste tipo de ingrediente pode
ocasionar

produtos.

nas caracteristicas sensoriais dos

7 Conclusoes

Apesar de ser um campo de estudo recente, a
encapsulagao de probidticos com a finalidade de
uso em alimentos termicamente processados €
promissora. A escolha de microrganismos que ja
apresentem maior resisténcia térmica, assim
adequados
encapsulacao é fundamental para o sucesso e
possibilitar sua aplicagdo pela industria. No
entanto, mais estudos ainda sdao necessarios para
verificar os microrganismos mais adaptados para

como materiais e técnicas de

este fim, assim como materiais e técnicas de
encapsulacao. Ainda, estudos para verificar as
possiveis alteragdes sensoriais provocadas pelo
uso destas capsulas também estdo em falta.
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