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Resumo

A microencapsulagdo consiste na protecdo de um composto e modulacio de sua liberacio e, atualmente, varias
técnicas estdo disponiveis e entre elas destaca-se a coacervagdo complexa. A técnica de coacervagio complexa envolve
a associagdo de dois polimeros e apresenta algumas vantagens frente a outras técnicas como a possibilidade de se
trabalhar com biopolimeros, a auséncia de solvente orgdnico e condigdes brandas de temperatura no processamento.
Os alimentos funcionais contendo bactérias probidticas estdo se tornando cada vez mais populares no mercado
devido aos efeitos benéficos a satide atribuidos aos probidticos. No entanto, esses microrganismos sdo sensiveis a
vdrios fatores encontrados no meio em que estdo expostos, principalmente ao tratogastrointestinal, bem como as
condigoes de armazenamento. Assim, a microencapsulacdo surge como uma alternativa de protegdo e liberagio
controlada para os probidticos. No entanto, fatores como temperatura, concentragio dos hidrocoldides e pH,
principalmente, podem influenciar na formagdo das microcdpsulas. Para a encapsulacdo de probidticos, ainda nio
existem muitos estudos relacionados, entretanto, de acordo com resultados encontrados, essa técnica pode ser
considerada promissora para esses microrganismos. Nesse sentido, este artigo de revisdo, tem por objetivo abordar
os principais aspectos tecnoldgicos relacionados a microencapsulagio de probidticos pela técnica de coacervagio
complexa, bem como os pardmetros relacionados a técnica e seu potencial de aplicagdo.

Palavras-chave: Probiéticos. Alimentos funcionais. Encapsulagdo. Coacervagio complexa.

Abstract

Microencapsulation is the protection of a compound and modulation of its release and now, several technigues
are available and among them there is the complex coacervation. The complex coacervation technique involves the
association of two polymers and presents some advantages over other techniques such as the possibility of working
with biopolymers, the absence of organic solvent and temperature conditions in mild processing. Functional foods
containing probiotic bacteria are becoming increasingly popular in the market due to the beneficial health effects
attributed to probiotics. However, these microorganisms are sensitive to various factors found in the environment
that are exposed primarily to tratogastrointestinal and storage conditions. Thus, the microencapsulation is
an alternative protection and controlled release for probiotics. However, factors such as temperature, pH and
concentration of the hydrocolloid, particularly, can influence the formation of microcapsules. For the encapsulation
of probiotics, although there are many related studies, however, according to these results, this technique can be
regarded as promising for these microorganisms. Thus, this review article aims to address the key technological
aspects related to microencapsulation of probiotics by the complex coacervation technique as well as the parameters
related to the technique and its application potential.
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1 Introducao

A microencapsulagao ¢ uma tecnologia inovado-
ra que protege os produtos de condi¢des ambientais
desfavoraveis e prolonga a vida tutil (GOUIN, 2004;
FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Um procedimento simples e conveniente para a
formacao de microcapsulas ¢ o método conhecido como
coacervagao complexa. A coacervagao complexa consiste
basicamente na combinacao de duas solug¢des hidrocolé-
ides de cargas opostas causando interacao e precipitagao
dos polimeros complexos, que juntamente com os mi-
crorganismos, resultard na formacao de microcdpsulas,
resultado das interagdes eletrostaticas, pela alteracdo do
pH da fase aquosa (SILVA et al., 2011; SHOJI et al., 2013).

Além disso, a coacervagao é uma tecnologia de encap-
sulacao altamente promissora pela sua elevada eficiéncia
de encapsulacao (acima de 99%) e a facilidade de libera-
¢ao controlada de seu contetido por esfor¢o mecanico,
temperatura ou mudangas no pH (GOUIN 2004).

Atualmente, estudos tém demonstrado que a popu-
lagdo esta cada vez mais consciente da relagao entre a
dieta e o desenvolvimento de doengas e que os alimentos
podem contribuir na prevengao de muitas destas, sendo
assim denominados alimentos funcionais. Para serem
considerados funcionais, os alimentos devem além de
contribuir para a nutri¢ao basica, possuir componentes
fisiologicamente ativos. Entre os alimentos funcionais,
consideravel atencao tem sido dada as bactérias probio-
ticas, pelos possiveis efeitos benéficos que podem trazer
a saude como prevencao de infec¢des urogenitais por
patogenos, atividade antimicrobiana, diminui¢do do
risco de desenvolvimento de tumores por estimulagao
do sistema imunoldgico, melhoramento da intolerancia
a lactose e diminuicao dos niveis de colesterol sérico
(FULLER, 1989; OLIVEIRA, 2006).

No entanto, as bactérias probidticas na forma livre
podem ser sensiveis aos processos empregados na pro-
ducao de alimentos, além disso, podem nao permanecer
viaveis no produto até o momento do consumo ou nao
serem capazes de sobreviver a passagem pelo trato
gastrintestinal. Dessa forma, a microencapsulagao tem
sido empregada com o intuito de proteger as bactérias
probiodticas de condi¢des adversas do meio externo e do
trato gastrintestinal e, consequentemente, fornecer essas
bactérias em quantidades suficientes para que exercam
seus efeitos benéficos, mantendo a sobrevivéncia destas
durante a vida util. Nesse sentido, a encapsulacao pode
promover a liberagao controlada e otimizar o fornecimen-
to dos probidticos no local de agado, potenciando, dessa
forma, a eficdcia da respectiva cepa probidtica. Esse
processo também pode impedir esses microrganismos
de se multiplicarem nos alimentos e, consequentemente,
alterar suas caracteristicas sensoriais (KOMATSU, BURI-
TI & SAAD, 2008; RANADHEERA; BAINES; ADAMS,
2010; BURGAIN et al., 2011; CHAVARRI; MARANON;
VILLARAN, 2012; SHOJI et al., 2013).

Diante do exposto, esse artigo de revisao tem por
objetivo abordar os aspectos relacionados a encapsu-
lagao de microrganismos probidticos pela técnica de
coacervagao complexa.

2 Probiodticos

Atualmente, os probioticos sao definidos como mi-
crorganismos vivos, administrados em quantidades
adequadas, que conferem beneficios a satide do hospe-
deiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANI-
ZATION, 2001).

Estes microrganismos trazem uma série de efeitos
benéficos como efeitos antagonicos, competicao e efeitos
imunologicos, resultando em um aumento da resisténcia
contra patdgenos. Dessa forma, a utilizagao de culturas
bacterianas probidticas estimula a multiplicagao de bacté-
rias benéficas, em detrimento a proliferacao de bactérias
potencialmente prejudiciais, reforgando os mecanismos
naturais de defesa do hospedeiro (SAAD, 2006).

As bactérias mais frequentemente empregadas como
suplementos probidticos utilizados em alimentos, sdo as
bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifi-
dobacterium e, em menor escala, Enterococcus faecium,
uma vez que elas tém sido isoladas de todas as porgoes
do trato gastrintestinal do humano saudavel. No Brasil
sao aprovadas para uso como probidticos as espécies L.
acidophilus, L. casei shirota, L. casei variedade rhamno-
sus, L. casei variedade defensis, L. paracasei, Lactococcus
lactis, Bifidobacterium bifidum, B. animallis (incluindo a
subespécie B. lactis), B. longum e Enterococcus faecium
(Figura 1) (SAAD, 2006; BRASIL, 2008).

Outro ponto importante é a recomendagao didria
do consumo de probidticos para que determinados

Enterococcus
faecium.
Lactobacillus
acidophilus;
bulgaricus; Bifidobacterium
plantarum; bifidum;
reuteri; animallis;
/ohns_son//; lactis;
casel; longum.
sakei.

Figura 1 — Géneros de bactérias utilizadas como
probidticos e suas respectivas espécies
Fonte: DAIRIKI (2013)
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beneficios ocorram. A legislagao brasileira recomenda a
ingestao diaria de 108 — 109 UFC/g, entretanto, valores
menores podem ser aceitos desde que sua eficiéncia seja
comprovada (BRASIL, 2008).

3 Encapsulacao de probioticos

A microencapsulagao consiste no aprisionamento de
pequenas particulas, também conhecidas como ntcleo,
dentro de um material secundario, também conhecido
como matriz ou reservatdrio, formando pequenas cap-
sulas (AUGUSTIN; HEMAR, 2009).

Dessa forma, a microencapsulagao ¢ uma técnica
emergente para o acondicionamento de biomoléculas
ou células em uma matriz que pode proporcionar uma
caracteristica de liberagdo desejada e uma barreira fisica
contra condi¢des ambientais adversas (CHITPRASERT,
SUDSAI & RODKLONGTAN, 2012).

Atualmente, a técnica de encapsulacdo esta sendo
muito utilizada na industria de alimentos com o intuito
de proteger compostos bioativos, como o controle da
reacdo oxidante, mascarando sabores, odores e cores,
proporcionando liberagao controlada, prolongando a vida
de prateleira, etc. E entre os compostos bioativos mais
encapsulados estao probidticos (BURGAIN et al., 2011).

Nesse sentido, a encapsulagdao pode promover a
liberagao controlada e otimizar o fornecimento dos
probioticos no local de agao, potenciando, dessa forma,
a eficacia da respectiva cepa probidtica. Esse processo
também pode impedir esses microrganismos de se mul-
tiplicarem nos alimentos e, consequentemente, alterar
suas caracteristicas sensoriais. Além disso, a matriz
alimentar de encapsulagao deve atuar como um tampao
durante o armazenamento, bem como no estomago,
até o probidtico ser entregue no trato gastrointestinal,
juntamente oferecendo uma protegao durante o proces-
samento térmico (RANADHEERA; BAINES; ADAMS,
2010; BURGAIN et al., 2011; CHAVARRI; MARANON;
VILLARAN, 2012; SHOJI et al., 2013).

Dessa maneira, a encapsulacao pode proteger ingre-
dientes alimenticios sensiveis (sabores, 6leos poliinsa-
turados, vitaminas) frente ao calor, umidade e pH até
o momento em que serdo consumidos. Além disso, a
encapsulacao pode oferecer beneficios na liberacao de
muitos produtos, como agentes aromatizantes em gomas
de mascar que sao liberados na mastigagao, agentes da
fermentacao, que sao liberados durante o cozimento e
bactérias probioticas, que sao protegidos do ambiente
gastrico durante a passagem e liberados no intestino
delgado (AUGUSTIN; HEMAR, 2009).

Na industria de alimentos a encapsulagao esta sendo
utilizada para fornecer uma variedade de ingredientes
alimenticios dentro de pequenas capsulas quando a
adicao direta do ingrediente compromete a qualidade do
produto fabricado. A medida que o nticleo ¢ protegido
de outros componentes presentes no alimento, bem como

do meio ambiente, a encapsulagao pode melhorar o con-
tetdo nutricional do alimento sem afetar o sabor, aroma
ou textura, mascarar sabores indesejaveis, aumentar a
vida de prateleira e a estabilidade do ingrediente ativo
e do produto alimentar (AUGUSTIN; HEMAR, 2009).
Entre os ingredientes alimentares que estao sendo
encapsulados estao os agentes aromatizantes (adocantes,
condimentos, especiarias, dleos essenciais), acidos ali-
mentares e bases (citrico, bicarbonato de s6dio), lipidios
(6leos vegetais, gordura lactea), aditivos alimentares
(conservantes, pigmentos), sais minerais (sais de cal-
cio e ferro), (por exemplo, vitaminas caroteno). Mais
recentemente, ha um crescente interesse na encapsu-
lacao de ingredientes bioativos, particularmente dleos
dmega-3, fitonutrientes planta e bactérias probidticas
devido aos seus beneficios a saude associados. Todos
estes ingredientes alimenticios variam muito em suas
propriedades quimicas, fisicas e fisiologicas. A retencao
do ingrediente alimenticio, dentro de uma microcapsula
e a sua estabilidade dependem de muitos fatores, como
a natureza quimica, o peso molecular, a polaridade e a
volatilidade do ingrediente, a sua interacdo com o ma-
terial de matriz e a sua localizacao dentro da estrutura
da microcapsula, até sua liberagao ser desencadeada
por um estimulo externo (AUGUSTIN; HEMAR, 2009).

3.1 Principais técnicas utilizadas para a encap-
sulacao de probidticos

Varias tecnologias podem ser aplicadas para a en-
capsulacao de probiotico e cada uma delas proporciona
microcapsulas com caracteristicas diferentes em termos
de tamanho de particulas e do tipo de capsula. Além
disso, a escolha do método de encapsulagao é um ponto
importante, pois depende de uma série de fatores, como:
tamanho de particula requerido, propriedades fisicas e
quimicas do material ativo e do agente encapsulante,
aplicagao do produto final, mecanismos desejados de li-
beragao e custo (AZEREDO, 2005; BURGAIN et al., 2011).

De acordo com Suave (2006) a diferenga basica entre
os métodos existentes esta no tipo de envolvimento
ou aprisionamento do material ativo pelo agente en-
capsulante, visto que a combinagao entre o material e
o agente ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou
fisico-quimica.

Na Tabela 1 estdao descritos os métodos de encapsu-
lacao seguidos das respectivas técnicas utilizadas.

3.2 Principais materiais utilizados para a en-
capsulacao de probioticos

Varios estudos tém mostrado que a microencapsulagao
tem sido bem sucedida no revestimento de bactérias utili-
zando varios materiais (SULTANA et al., 2000). Segundo
Suave (2006) o material encapsulante é selecionado em
funcao das propriedades fisicas e quimicas do agente
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Tabela 1 - Métodos e técnicas de encapsulacao

Encapsulacao

Métodos Técnicas

Fisicos Spray drying, spray cooling, pulverizacdo em
banho térmico, leito fluidizado, extrusdo
centrifuga com  mdultiplos orificios, co-
cristalizacdo e liofilizagao.

Quimicos Inclusao molecular e polimerizacao
interfacial.

Fisico-quimicos Coacervagdo ou separacdo de fases,
emulsificagdo seguida de evaporagdo do

solvente, pulverizacdo em agente formador de
reticulagdo e envolvimento lipossdmico.

Fonte: SUAVE (2006)

ativo, da aplicacao pretendida e do método utilizado
para formar as microparticulas. Além disso, deve apre-
sentar baixa viscosidade em concentrac¢des elevadas e
ser de facil manipulagao durante o processo; possuir
baixa higroscopicidade, para facilitar a manipulagao
e evitar aglomeracao; nao ser reativo com o material
a ser encapsulado; ter habilidade de selar e segurar o
material ativo dentro da estrutura da capsula; liberar
completamente o solvente ou outros materiais utiliza-
dos durante o processo de encapsulagao; proporcionar
maxima prote¢ao ao material ativo contra condig¢des
adversas, tais como luz, pH, oxigénio e ingredientes
reativos; ser solivel em solventes comumente usados;
possuir as propriedades desejadas de liberagao do ma-
terial ativo; ndo apresentar sabor desagradavel no caso
de consumo oral; e ser econdmico.

Na Tabela 2 estao listados os materiais encapsulantes
mais utilizados na encapsulagao de probiodticos.

4 Encapsulacao de probioticos por coacer-
vacao complexa

A coacervagao complexa pode ser definida como o
processo no qual um complexo polieletrolitico é forma-
do. Este processo requer a mistura de dois coldides com
ajuste de pH ao qual os dois polimeros de cargas opostas
sdo conduzidos a uma separagao de fases e formacao
de particulas sélidas ou goticulas de liquido fechadas
(Figura 2) (CHAVARRI; MARANON; VILLARAN, 2012).

Esses coacervados complexos tém sido utilizados
por varios segmentos como industrias farmacéuticas,
quimicas, de cosméticos e de alimentos. Na industria
de alimentos tem sido utilizada para a encapsulagao de
componentes alimentares ativos tais como aromatizantes,
agentes ativos soltiveis em agua, como os probidticos e
6leos (AUGUSTIN; HEMAR, 2009; ALVIM; GROSSO,
2010).

Muitos fatores, incluindo o tipo de biopolimero (massa
molar, a flexibilidade e a carga), o pH, a forca idnica, a

concentragdo e a relagdo entre os biopolimeros afeta a
forca da interagdo entre os biopolimeros e a natureza
do complexo formado. Embora interagGes eletrostaticas
sejam consideradas importantes na condugao da inte-
ragao entre os biopolimeros de carga oposta, interagdes
hidrofébicas e ligagdo de hidrogénio também podem
contribuir de forma significativa para a formagao do
complexo (AUGUSTIN; HEMAR, 2009).

Além disso, os coacervados sdo formados quando
uma proteina a um pH abaixo do seu ponto isoelétrico
(isto é, quando carrega carga positiva) ¢ misturado com
um polianion (Figura 3). Exemplos disso sao misturas
de proteina de soro de leite ou de gelatina com goma
arabica a um pH abaixo do ponto isoelétrico das respecti-
vas proteinas. Do mesmo modo, as solugdes que contém
um polissacarideo catidnico (por exemplo, quitosana)
e um polissacarideo anionico (por exemplo, alginato)
tém a capacidade de formar coacervados (AUGUSTIN;
HEMAR, 2009).

Entretanto, a sensibilidade ao pH e a forca i6nica é um
dos fatores que limitam a utilizagao de coacervados. Dessa
forma, para aumentar a resisténcia dos coacervados, o
involucro formado pelos hidrocoldides pode entao ser
reticulado utilizando um agente de reticulagao quimico
ou enzimatico apropriado. O glutaraldeido é um agente
de reticulagao eficaz, mas existem problemas legais re-
ferentes a sua utiliza¢do. Nesse sentido, reticuladores
enzimaticos, tais como a transglutaminase, sdao mais
aceitaveis na industria de alimentos e, recentemente,
polifendis extraidos de plantas tém sido utilizados para
reticular coacervados a base de gelatina (GOUIN, 2004;
AUGUSTIN; HEMAR, 2008).

A técnica de coacervagao complexa apresenta inu-
meras vantagens quando comparada a outras técnicas
como versatilidade, eficiente controle no tamanho da
particula, possibilidade de se trabalhar com biopolimeros
com auséncia de solventes organicos e condic¢des brandas
de temperatura no processamento (ASSIS, ZAVAREZE,
PRENTICE-HERNANDEZ; SOUZA-SOARES, 2012;
MENEZES et al., 2013; JAMEKHORSHID; SADRAMELL
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Tabela 2 - Materiais encapsulantes mais utilizados na encapsulacao de probiéticos

Fonte Exemplo

Carboidratos Amido, dextrinas, acgucar, celuloses, acetato

ftalato de celulose (CAP)

Gomas Goma arabica, alginato de sédio, carragena

Lipideos Monoglicerideos e diglicerideos, o¢leos e
gorduras

Proteinas Gltten, caseina, gelatina, albumina

Quitosana Fonte alternativa extraida da casca de
crustaceos

Fonte: SUAVE (2006); MENEZES et al. (2013)

(a) (b) (c) (d) ()

Agente ativo Goticulas de coacervado Camada polimérica Camada polimérica endurecida

Figura 2 — Representagao esquematica das etapas do processo de microencapsulagao por coacervagao. (a)
Dispersao do agente ativo a ser encapsulado em uma solugao do polimero; (b) Inducado da coacervagao,
formando goticulas de coacervado; (c) Deposicao das goticulas de coacervado em torno dos nucleos contendo
o principio ativo; (d) Coalescéncia das goticulas de coacervado para formar uma camada polimérica; (e)
Endurecimento da camada polimérica por meio da difusao do solvente.

Fonte: SUAVE (2006)

?‘a}: Py

pH distante do pl pH préximo ao pl

Figura 3 — Representagao esquematica de agregados de proteinas filamentosas ou particulas sob diferentes
condi¢des de pH. pI é o ponto isoelétrico da proteina.
Fonte: AUGUSTIN; HEMAR (2009)
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FARID, 2014).

No entanto, uma das limitagdes da coacervagao
complexa ¢ a dificuldade de encapsulagao de compos-
tos hidrofilicos, sendo a técnica mais apropriada para
os compostos hidrofébicos como materiais de nucleo
(MENDANHA et al., 2009). De acordo com Gouin (2004),
apesar das vantagens intrinsecas e as propriedades tinicas
da coacervagao em comparagao com outros processos de
encapsulagao, os principais problemas a encarar quando
se trata de comercializacdo de um ingrediente alimen-
ticio coacervado, é o processo dispendioso e complexo.

4.1 Aplicagoes da coacervacao complexa para
probioticos

A técnica de coacervagao complexa ainda esta sendo
muito pesquisada na encapsula¢ao de bactérias pro-
bidticas, assim, atualmente, os dados encontrados na
literatura sao pouco difundidos.

OLIVEIRA et al. (2007) utilizaram a coacervagao com-
plexa para encapsular B. lactis (Bl 01) e L. acidophilus
(LAC 4) em caseina/pectina. O objetivo desse estudo
foi avaliar a resisténcia desses microrganismos e das
microcapsulas em relagao ao processo de secagem por
leito de jorro, vida de prateleira e tolerancia in vitro ao
pH acido, simulando o trato gastrointestinal. O método
de leito de jorro mostrou-se adequado para a secagem
das microcapsulas, pois a redugao na viabilidade dos
microrganismos foi somente 0,3 ciclos logaritmicos. Em
relagdo a vida de prateleira, sob armazenamento a 7°C,
as microcapsulas contendo Bl 01 permaneceram estaveis
por 90 dias, ja as microcapsulas com LAC 4 permane-
ceram estaveis por 60 dias. Ambos 0s microrganismos
quando armazenados a 37°C tiverem redugao de pelo
menos 3 ciclos logaritmicos em 30 dias. Em relacdo a
sobrevivéncia em diferentes valores de pH, as células
de LAC 4 microencapsuladas apresentaram sensibi-
lidade, ocorrendo redugdes de 2,7 ciclos logaritmicos
em pH 3 e a perda de viabilidade em pH 1. Entretanto,
as células de Bl 01 microencapsuladas foram menos
sensiveis, reduzindo 1 ciclo logaritmico em pH 3 e 2,6
ciclos logaritmicos em pH 1.

SHOJI et al. (2013) utilizaram a coacervagao com-
plexa para encapsular L. acidophilus em pectina/case-
ina, aplicando as microcapsulas em iogurte de leite de
bufala. O objetivo primario desse estudo foi realizar a
microencapsulagao de L. acidophilus por coacervagao
complexa seguida de secagem por liofilizagao. O objetivo
secundario foi avaliar a viabilidade do L. acidophilus
microencapsulado durante armazenamento e sua resis-
téncia a valores de pH similares ao estbmago humano.
De acordo com os resultados, L. acidophilus demonstrou
ser resistente a liofilizagao, pois redugao de apenas 0,7
ciclos logaritmicos. Em relagao ao armazenamento que
variou de 30 a 120 dias, os resultados indicaram que a
viabilidade do L. acidophilus foi maior nas microcapsulas
armazenadas sob refrigeragao, pois a 7°C a contagem
dos microrganismos variou entre 9,04 e 7,23 log UFC.g-1,

enquanto que a 37°C os microrganismos apresentaram
uma perda significativa na viabilidade apos 30 dias, de
9,70 para 6,47 log UFC.g-1. Ja em relacdo a sobrevivén-
cia dos microrganismos em diferentes valores de pH,
comparando os microrganismos na forma livre e micro-
encapsulados, pode-se observar que em pH 1 no tempo
inicial, os probioticos livres foram totalmente viaveis,
entretanto, os microrganismos microencapsulados nao
apresentaram viabilidade. Apds 3h, os microrganismos
livres apresentaram redugao de 3 ciclos logaritmicos. No
entanto, observou-se um comportamento diferente em
pH 3, os microrganismos livres apresentaram redugao
menos intensa e os microrganismos microencapsulados
tiveram uma melhor performance, permanecendo viaveis.
Por fim, a adigao de L. acidophilus microencapsulado
ao iogurte resultou em menor declinio de pH e valores
menores pds-acidificacdo, comparando as células livres,
indicando que o processo de encapsulagao resulta em
menor atividade metabolica dos microrganismos.

5 Conclusoes

Diante do exposto, pode-se observer que a coacervagao
complexa é uma técnica promissora e demonstra grande
potencial para a encapsulacao de bactérias probidticas,
ressaltando que, devido aos parametros envolvidos, mais
estudos devem ser realizados com o intuit de otimizar
0 processo.
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