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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da matriz encapsulante no rendimento 

de encapsulação do Lactobacillus acidophilus, na sua viabilidade durante o 

armazenamento a 4 ± 1°C e 25 ± 1°C por 90 dias, e na sua resistência à 

simulação gastrointestinal in vitro. As micropartículas foram produzidas a partir de 

soluções de soro doce e leite desnatado reconstituídos (30% sólidos totais), 

adicionadas de suspensão de L. acidophilus (1% v/v), e submetido a spray-drying 

a temperatura de entrada e saída de 180°C e 85-95°C, respectivamente. Amostras 

de 5g de micropartículas foram acondicionadas em embalagens de poliéster 

metalizado e polietileno seladas a vácuo, e armazenadas em dessecadores a 4 ± 

1°C e 25 ± 1°C. As micropartículas produzidas foram avaliadas quanto às 

umidade, atividade de água, diâmetro médio e rendimento de encapsulação do L. 

acidophilus no tempo zero, e quanto a viabilidade e atividade de água após 7, 15, 

30, 45, 60 e 90 dias de armazenamento. A sobrevivência do probiótico livre e 

microencapsulado foi avaliada durante a exposição às condições gastrointestinais 

in vitro (pH 2,0 e pH 7,0). Os experimentos foram repetidos 3 vezes e os dados 

analisados por ANOVA e teste de Tukey para comparação entre as médias (p < 

0,05). A matriz encapsulante não afetou significativamente o rendimento de 

encapsulação, o diâmetro médio, a umidade e a atividade de água das partículas, 

que foi em média de 81,���� �“�� ������������ ������������ �“�� ���������P���� ���������� �“�� ���������� �H�� ���������� �“�� ������������

respectivamente. A viabilidade do L. acidophilus nas microcápsulas reduziu em 

média 0,43 log UFC/g ao final dos 90 dias de armazenamento, e apresentaram 

contagens superiores a 106 UFC/g ao final deste período. Ambas as 

micropartículas se mostraram eficientes na proteção do probiótico à simulação 

gastrointestinal, sendo que as micropartículas de leite favoreceram o aumento da 

viabilidade do L. acidophilus. 

Palavras-chave:  Lactobacillus acidophilus, leite desnatado, soro, spray-drying, 

simulação gastrointestinal



Abstract 

xiii 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate the effect of the encapsulating matrix in the 

encapsulation yield, resistance to in vitro gastrointestinal simulation and viability of 

Lactobacillus acidophilus La-5 during storage at 4 ± 1 °C and 25 ± 1 °C for 90 

days. The microparticles were produced from solutions of reconstituted sweet 

whey and skim milk (30% total solids), inoculated with a suspension of L. 

acidophilus (1% v / v) and subjected to spray-drying at inlet and outlet temperature 

of 180 °C and 85-95 °C, respectively. Five gram samples of microparticles were 

packed in metalized polyester and polyethylene packing, vacuum sealed, and 

stored in desiccators at 4 ± 1 ° C and 25 ± 1 ° C. The microparticles produced were 

evaluated for moisture, water activity, average diameter and encapsulation yield of 

L. acidophilus at time zero, and the viability and water activity after 7, 15, 30, 45, 

60 and 90 days of storage. The survival of the free and microencapsulated 

probiotic was evaluated during exposure to in vitro gastrointestinal conditions (pH 

2.0 and pH 7.0). The experiments were repeated 3 times and the data were 

analyzed by ANOVA and Tukey's test for the comparison between means (p 

<0.05). The encapsulating matrix did not significantly affect the encapsulation yield, 

the average diameter, the moisture and water activity of the particles, which were 

on average 81.1 ± 5.0%, 12.94 ± 0.1 m, 4.53 ± 0.4% and 0.18 ± 0.04, respectively. 

The viability of the microencapsulated L. acidophilus reduced on average 0.43 log 

CFU/g at the end of 90 days of storage, and remained higher than 106 CFU/g at 

the end of this period. Both microparticles were effective in protecting the probiotic 

during gastrointestinal simulation, and the skim milk microparticles favored an 

increasing in the viability of L. acidophilus. 

Keywords:  Lactobacillus acidophilus, skim milk, whey, spray-drying, 

gastrointestinal simulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O interesse da indústria de alimentos pelo desenvolvimento de novos 

produtos com apelos funcionais tem aumentado juntamente com o conhecimento 

e preocupação do consumidor com sua nutrição, culminando na formação de uma 

tendência na indústria de alimentos para a produção de alimentos saudáveis, que 

promovam bem-estar (FIESP e ITAL, 2010). 

 

Em relação à saúde gastrointestinal, a percepção quanto aos benefícios 

proporcionados pelos probióticos tem aumentado desde 2002 e seu consumo no 

Brasil cresce cerca de 20% ao ano (Knebel, 2011). Os Estados Unidos destacam-

se no crescimento desse mercado, com aumento em 2009 de 85,6% da oferta de 

probióticos nas categorias iogurtes, suplementos alimentares, barras de cereais, 

queijos e bebidas à base de leite ou soja, em relação a 2008 (FIESP e ITAL, 

2010). 

 

Para que os efeitos benéficos relacionados aos probióticos sejam efetivos, 

uma grande quantidade de micro-organismos deve chegar viável ao intestino após 

sobreviverem a passagem pelo trato gastrointestinal superior. No Brasil, a 

quantidade mínima viável para os probióticos deve estar situada na faixa de 108 a 

109 UFC na recomendação diária do produto pronto para o consumo, conforme 

indicação do fabricante. Porém, quantidades menores podem ser aceitas, desde 

que a empresa comprove sua eficácia mediante documentação especificada 

(ANVISA, 2008). 

 

A microencapsulação é apontada como uma tecnologia vantajosa para a 

veiculação e armazenamento de culturas probióticas. Dentre as técnicas de 

microencapsulação, a técnica de spray-drying possui baixo custo de operação e 

aparenta ser uma boa alternativa por permitir a produção de culturas em larga 

escala e pós com características como baixa umidade, maior estabilidade durante 
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o armazenamento do que culturas frescas ou congeladas, boa viabilidade e 

funcionalidade após reidratação ou quando submetidos a simulações in vitro de 

passagem pelo trato gastrointestinal, além da possibilidade de seu 

armazenamento em temperatura ambiente (LIAN et al., 2002; MORTAZAVIAN et 

al., 2007; PEIGHAMBARDOUST et al., 2011). 

 

Estudos vêm demonstrando a eficiência da microencapsulação de 

probióticos por spray-drying em matrizes de base láctea na manutenção da 

viabilidade do probiótico durante o armazenamento e na manutenção das 

propriedades probióticas em relação a outros matérias, tais como amido solúvel, 

gelatina, goma arábica, inulina e polidextrose (LIAN et al., 2002; CORCORAN et 

al., 2004; ANANTA et. al, 2005; PAÉZ et al., 2012; DE CASTRO-CISLAGHI et al., 

2012).  

 

O aumento da produção e comércio de produtos lácteos em pó, sua 

versatilidade de utilização como aditivo na manufatura de diferentes tipos de 

alimentos (ex. iogurte, maionese, barras de cereais), a facilidade de transporte e a 

possibilidade de armazenamento destes produtos à temperatura ambiente 

apontam a possibilidade de sua utilização para veiculação de probióticos em 

alimentos. Diante do exposto, observa-se então uma necessidade de maiores 

estudos acerca do efeito da microencapsulação em diferentes matrizes lácteas na 

sobrevivência e manutenção da funcionalidade dos probióticos. 
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2. OBJETIVOS 

 

Os objetivos do presente trabalho foram: 

 

I. Avaliar a influência da matriz láctea (leite desnatado e soro doce) no 

rendimento de encapsulação do Lactobacillus acidophilus La-5 após sua 

microencapsulação por spray-drying; 

II. Avaliar a influência da matriz láctea (leite desnatado e soro doce) sobre a 

sobrevivência do Lactobacillus acidophilus La-5 microencapsulado durante 

o seu armazenamento a 4 e 25°C por 90 dias; 

III. Comparar a sobrevivência do Lactobacillus acidophilus La-5 livre e 

microencapsulado em soro doce e leite desnatado durante a simulação in 

vitro da passagem pelo trato gastrointestinal. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

3.1. Bactérias Probióticas 

 

O trato digestivo é composto de quatro populações principais de micro-

organismos, que são definidas como: 1) microbiota autóctone, constituída por 

populações colonizadoras permanentes em número predominante; 2) microbiota 

normal, caracterizada por micro-organismos frequentemente presentes que podem 

variar em número ou apresentar-se esporadicamente ausentes; 3) microbiota 

patogênica, que são micro-organismos periodicamente adquiridos e, persistindo, 

causam infecções e doenças; e 4) microbiota alóctone, composta por micro-

organismos de outras origens presentes temporariamente no trato gastrointestinal 

(TGI) (KLAENHAMMER, 2001).  

 

A maioria dos micro-organismos probióticos veiculados em alimentos 

possuem característica transiente, compondo a população alóctone, e em geral 

não são capazes de se multiplicar ou de se estabelecer no trato gastrointestinal da 

maioria dos indivíduos. Por isso a recomendação do consumo contínuo de 

probióticos (O'TOOLE e COONEY, 2008). Probióticos são então definidos como 

um suplemento alimentar microbiano vivo, que quando administrado em 

quantidades adequadas conferem benefícios à saúde do hospedeiro, melhorando 

as propriedades da microbiota intestinal (FULLER, 1989; FAO/WHO, 2001). 

 

São muitos os benefícios à saúde atribuídos ao consumo de probióticos. 

Dentre esses se destacam a regulação da mobilidade intestinal, promoção da 

digestão da lactose em indivíduos lactose-intolerantes, resistência a patógenos 

entéricos, modulação do sistema imune, tratamento de doenças gastrointestinais, 

efeito anticarcinogênico, aumento da absorção de minerais, prevenção de 

doenças coronarianas pela diminuição dos níveis de colesterol e produção de 
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metabólitos que afetam os níveis sistêmicos de lipídeos sanguíneos (FOOKS et 

al., 1999; SANDERS et al., 2007; REID, 2008). 

 

Segundo Kopp-Hoolihan (2001), os mecanismos pelos quais os probióticos 

exercem sua função ainda são especulativos. Dentre as hipóteses levantadas 

encontram-se a redução do pH intestinal pela produção de ácidos orgânicos, o 

efeito antagonista a patógenos pela produção de compostos antimicrobianos e 

antibacterianos, a competição com patógenos por nutrientes e fatores de 

crescimento, assim como pelos sítios de ligação e recepção, a maior digestão da 

lactose, a degradação de toxinas e o estimulo a células imunomodulatórias. Os 

principais mecanismos estão ilustrados na Figura 1 (KOPP-HOOLIHAN, 2011; 

PRAKASH et al., 2011). 

 

Dentre os micro-organismos colonizadores predominantes no TGI, os 

gêneros Bifidobacterium e Lactobacillus, são considerados exclusivamente 

benéficos e não provocam nenhuma resposta nociva ou patogênica dentro de 

seus nichos ecológicos normais (KLAENHAMMER, 2001). 

 

O gênero Bifidobacterium é formado por pelo menos 25 espécies de 

bastonetes caracterizadas como gram-positivos, catalase-negativos anaeróbias, 

não formadoras de esporos e não móveis. São heterofermentadores produzindo 

ácido lático e acético como os principais produtos finais do metabolismo de 

carboidratos. Crescem bem a pH entre 5 e 8 e nas temperaturas mínimas e 

máximas variando entre 25ºC a 28ºC e 43ºC e 45ºC, respectivamente (GOMES e 

MALCATA, 1999; JAY, 2005). 

 

O gênero Lactobacillus caracteriza-se por bactérias gram-positivas, 

anaeróbias facultativas, não móveis, podendo ser cocos ou bacilos não 

formadores de esporos e produtoras de ácido lático como principal produto da 

fermentação de carboidratos, de onde obtém energia. Atualmente é organizado 





Revisão Bibliográfica 

7 

 

 

O gênero é ainda subdividido em Betabacterium, Streptobacterium e 

Thermobacterium. O subgênero Betabacterium engloba todos os Lactobacillus 

heteroláticos e, os subgêneros Streptobacterium e Thermobacterium são 

diferenciados pela habilidade de crescimento a 15°C, onde não se observa 

crescimento das bactérias pertencentes ao último subgênero, por exemplo os L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactococcus lactis subsp. lactis (MASSAGUER, 

2006). 

 

Apesar de existirem diferentes micro-organismos probióticos, atualmente os 

que são aprovados ANVISA (2008) estão apresentados na Tabela 1, e sua 

alegação funcional deve ser a seguinte: �³�2�� ���L�Q�G�L�F�D�U�� �D�� �H�V�S�p�F�L�H�� �G�R�� �P�L�F�U�R�U�J�D�Q�L�V�P�R����

(probiótico) contribui para o equilíbrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar 

assoc�L�D�G�R���D���X�P�D���D�O�L�P�H�Q�W�D�o�m�R���H�T�X�L�O�L�E�U�D�G�D���H���K�i�E�L�W�R�V���G�H���Y�L�G�D���V�D�X�G�i�Y�H�L�V���´ 

 

Tabela 1. Micro-organismos probióticos permitidos pela ANVISA (2008).  

Gênero Espécies 

Lactobacillus acidophilus 

 casei shirota 

 casei variedade rhamnosus 

 casei variedade defensis 

 paracasei 

Lactococcus lactis 

Bifidobacterium animalis 

 animalis subespécie lactis 

 longum 

Enterococcus faecium 
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3.2. Microencapsulação de micro-organismos probióti cos 

 

Do ponto de vista microbiológico, microencapsulação de probióticos pode 

ser definida como o processo de aprisionamento ou empacotamento dos micro-

organismos através de seu revestimento por hidrocolóides convenientes, com a 

finalidade de separá-los e protegê-los de condições adversas do meio, 

promovendo sua liberação no meio intestinal (MORTAZAVIAN, 2007). Para a 

aplicação em alimentos, condições adversas podem estar relacionadas a 

características intrínsecas de alguns alimentos e seu processamento, como: 

mudanças no pH, tensões mecânicas, calor, atividade enzimática, pressão 

osmótica, presença de certos compostos químicos, teor de oxigênio, condição e 

tempo de estocagem (MANO�-�/�2�9�,�û���H�W���D�O���������������������2�X�W�U�D�V condições adversas são 

encontradas durante a passagem pelo TGI relacionadas basicamente a mudanças 

drásticas no pH e no perfil enzimático de suas diferentes regiões, sendo 

necessária a proteção aos probióticos pela cápsula também após sua ingestão 

(GUERRA et al., 2012).  

 

As tecnologias de microencapsulação aplicadas a probióticos são limitadas 

geralmente a partículas obtidas por gelificação iônica, emulsão, freeze-drying ou 

liofilização e spray-drying. A técnica de gelificação iônica ou extrusão é 

considerada simples e consiste na utilização de polímeros como alginato, ágar, 

carragena, amido, pectina e gelatina. Estes polímeros gelificam na presença de 

minerais, principalmente cálcio e potássio, gerando cápsulas pouco uniformes 

(CHAMPAGNE e KAILASAPATHY, 2008). 

 

Na emulsão, a mistura formada pela suspensão de células e polímero que 

constituirá o material de parede é introduzida a um óleo vegetal em constante 

agitação, formando uma emulsão água-em-óleo uniforme. Durante esse processo, 

a mistura células-polímeros deve se reticular na fase óleo, geralmente, via adição 

de solução de CaCl2. Subsequentemente, procede-se a centrifugação e lavagem 
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das cápsulas formadas para remoção de resíduos do óleo. As cápsulas formadas 

são mais uniformes que as de gelificação iônica (ROKKA e RANTAMÄKI, 2010). 

 

Freeze-drying ou liofilização é um método apontado como um dos menos 

nocivos às células probióticas. Consiste no congelamento de células probióticas 

na presença de um material carreador a baixas temperaturas, geralmente 

adicionado de um crioprotetor, seguido por sublimação da água sob vácuo. 

(�0�$�1�2�-�/�2�9�,�û et al., 2010). 

 

A técnica de spray-drying envolve a atomização de uma suspensão ou 

emulsão de probiótico e material carreador dentro de uma câmara com uma 

corrente de gás seco e quente, resultando numa rápida evaporação da água, onde 

as cápsulas obtidas são um pó. Estudos tem revelado que além de 

polissacarídeos, proteínas podem ser utilizadas como carreadores, resultando 

num melhor material de parede que a gelatina, o amido solúvel e a goma arábica 

(GHARSALLAOUI et al., 2007) 

 

3.2.1. Spray-drying 

 

Spray-drying é um processo fácil e de operação comum na indústria de 

laticínios, utilizado na produção em larga escala de ingredientes e produtos 

lácteos. Por possuir maior eficiência energética, alguns autores sugerem custos 4 

a 7 vezes mais baixos do que o processo de liofilização, oferecendo uma 

alternativa de baixo custo e maior rendimento que a produção em escala 

comercial de culturas pela liofilização (MORGAN et al., 2006; CHÁVEZ e 

LEDEBOER, 2007; MENG et al., 2008). 

 

A secagem por spray-drying pode ser resumida em 3 etapas: atomização, 

secagem e recuperação (Figura 2). O desenho e os parâmetros de operação dos 
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secadores (taxa de alimentação, fluxo do gás e temperatura) juntamente com as 

propriedades físico-químicas do líquido determinam as características do produto 

seco (ROKKA E RANTAMÄKI, 2010; SILVA et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 . Desenho esquemático de um spray-dryer co-corrente de escala 
laboratorial. (A): entrada da solução ou suspensão no atomizador; (B): entrada 
de ar no atomizador; (C): painel de controle; (1): entrada do gás de secagem; 
(2): aquecimento do gás de secagem; (3): atomização; (4): câmara de 
secagem; (5): ciclone; (6): coleta do produto seco; (7): saída do gás de 
secagem. 
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A atomização consiste na formação de um aerossol ou spray pela 

dispersão do líquido em milhares de gotículas individuais. Os aerossóis são 

geralmente formados por bicos atomizadores pressurizados, rotatórios ou 

pneumáticos, e sua escolha é baseada na natureza do líquido de alimentação e na 

característica desejada para o produto seco (PEIGHAMBARDOUST et al., 2011). 

 

A etapa de evaporação da água contida nas gotículas do aerossol formado 

envolve um processo simultâneo de transferência de calor e massa. O contato do 

ar com as gotículas permite a transferência de calor por convecção do ar aquecido 

para as gotículas, e é convertido a calor latente durante a evaporação da umidade. 

A umidade vaporizada é transportada para o ar por convecção através da camada 

externa de cada gotícula (MASTERS, 2002). Segundo esses autores, a etapa de 

evaporação pode ser dividida em duas fases: 

 

1. Período de taxa de secagem constante: a migração da umidade do 

interior para a superfície da gotícula a uma taxa quase constante, 

suficiente para manter a saturação da superfície da gotícula, promove a 

perda dessa umidade para o ar a uma taxa constante, mantendo a 

pressão de vapor parcial e a temperatura superficiais também 

constantes. Nessa fase, a temperatura da superfície da gotícula é a 

temperatura de bulbo úmido do ar que entra na câmara de secagem; 

 

2. Período de queda na taxa de secagem: a migração da umidade diminui 

o teor desta na gotícula e, quando o conteúdo de umidade diminui a 

ponto de não manter as condições saturadas da superfície, uma 

camada seca é formada na superfície da gotícula. À partir desse ponto a 

taxa de evaporação dependerá da taxa de difusão da umidade através 

da camada seca, que aumenta em espessura com o tempo, 

promovendo um decréscimo na taxa de evaporação. A temperatura da 
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superfície da partícula formada passa então a exceder a temperatura do 

bulbo seco. 

 

Apesar do aumento da temperatura superficial da partícula formada, a 

atomização promovida pelo spray cria gotículas homogêneas com grande 

superfície de secagem e tamanho reduzido, que permitem um curto período de 

residência total no sistema �± não mais que 30 segundos em média �± e que 

juntamente com a alta taxa de evaporação da umidade (resfriamento evaporativo) 

permitem que a temperatura da partícula seca seja consideravelmente menor que 

a do ar quente que deixa a câmara de secagem (SANTIVARANGKNA et al., 

2007). 

 

O processo de secagem é finalizado com a separação das partículas secas 

formadas do ar aquecido, e seu descarregamento em um coletor diretamente após 

a passagem pela câmara de secagem ou essas partículas podem ser mais 

eficientemente separadas, pela utilização de ciclones, bag fillers, lavadores a seco 

e precipitadores eletrostáticos, permitindo maior eficiência na remoção e 

consequentemente menor emissão de partículas finas para a atmosfera com a 

exaustão do ar (SILVA et. al, 2011). 

 

3.2.2. Microencapsulação de bactérias láticas por s pray-drying 

 

A desidratação tem sido o método preferido da indústria para a 

conservação de micro-organismos ao longo das últimas décadas. Isto se deve 

principalmente a capacidade destes micro-organismos manter atividade bilógica e 

estabilidade genética por longos períodos de armazenamento e, após reidratação, 

recuperarem sua atividade metabólica. 

 

Os principais fatores relacionados a injúrias à célula microbiana durante a 

secagem por spray-drying são: i) estresse térmico, relacionado à elevada 
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temperatura de secagem; ii) estresse osmótico e forças capilares, devido a 

remoção da água das partículas; iii) estresse oxidativo, pelo contato com o 

oxigênio presente no ar; iv) aumento da concentração de sal e pH intracelular. 

Estes fatores sucedem sinergicamente e, caso as injúrias por eles provocadas ao 

micro-organismo ocorram a níveis letais, causam a perda permanente da 

viabilidade da célula microbiana (JOHNSON e ETZEL, 1995; TO e ETZEL, 1997; 

PEIGHAMBARDOUST et al., 2011). 

 

Para que a viabilidade microbiana e a atividade metabólica sejam mantidas 

após a secagem, algumas estruturas celulares precisam ser mantidas intactas e 

totalmente funcionais ao serem reidratadas. Segundo a teoria do componente 

crítico, o calor pode inativar um componente celular crítico, que pode ser único ou 

que exista em pouquíssimo número na célula (ex. DNA). Sua perda causa a morte 

celular. Entretanto morte celular pode também ser causada quando existe a 

inativação de componentes não críticos. A inativação de um grande número 

destes componentes, que estão presentes em grande número de cópias na célula 

(ex. ribossomos), causaria a morte celular (SANTIVARANGKNA et al., 2007). 

Miles (2006) sugeriu que o componente crítico não seria único, mas sim um 

conjunto de componentes críticos essenciais à manutenção de funções vitais na 

célula, provendo códigos genéticos necessários à síntese proteica ou ácidos 

nucleicos. O componente crítico foi redefinido então como um componente cujo 

número de estruturas em funcionamento deve permanecer acima de um nível 

crítico para que a célula sobreviva ou reproduza que pode ser, por exemplo, os 

ribossomos, a parede celular, o DNA e a RNA polimerase.  

 

O calor excessivo pode causar o desdobramento estrutural de 

macromoléculas como os ácidos nucleicos e proteínas, e quebrar ligações entre 

monômeros. A desidratação está principalmente relacionada com a alteração da 

fluidez ou estado físico da membrana citoplasmática, à oxidação e o decréscimo 

da taxa de ácidos graxos insaturados/saturados que fazem parte de sua 
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composição. Embora bem conhecidos individualmente, o efeito sinérgico desses 

dois fatores sobre as estruturas microbianas não foi ainda elucidado (MENG et al., 

2008; FU e CHEN, 2011). 

 

Nesse sentido, micro-organismos submetidos à secagem por spray-drying 

precisam superar fatores intrínsecos e extrínsecos que podem ocasionar tais 

danos celulares. Os fatores intrínsecos estão relacionados a características de 

tolerância implícitas a um micro-organismo. Essas características podem ser 

aprimoradas a certo nível por pré-tratamentos (ex. térmicos, pH ácido, NaCl) que 

favorecem a adaptação das células ao estresse da secagem. Os extrínsecos são 

fatores relacionados ao material carreador e às condições de secagem �± que 

podem ser otimizados para se conseguir altas taxas de sobrevivência após 

secagem (FU e CHEN, 2011). 

 

O grau de inativação bacteriana está diretamente relacionado ao binômio 

tempo-temperatura durante o processo de secagem por spray-drying sobre a 

linhagem selecionada. A sobrevivência microbiana está indiretamente relacionada 

à temperatura de entrada, porém decresce linearmente com o aumento da 

temperatura de saída do spray-dryer, como resultado do efeito do resfriamento 

evaporativo durante esta etapa (TO e ETZEL, 1997). Diversos estudos têm 

sugerido que temperaturas de saída menores que 80°C favorecem maiores taxas 

de sobrevivência. Porém, partículas obtidas após secagem em temperaturas 

abaixo desta podem apresentar maior teor de umidade, desfavorecendo a 

manutenção da viabilidade dos probióticos ao longo do armazenamento 

(JOHNSON e ETZEL, 1995; GARDINER ET AL., 2000; FÁVARO-TRINDADE e 

GROSSO, 2002; LIAN et al. 2002; ANANTA et al, 2005).  

 

Como relatado por diversos autores, tanto o meio de crescimento 

bacteriano quanto o material encapsulante podem exercer efeito protetor sobre as 

células microbianas durante o processo de secagem, armazenamento, reidratação 
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e digestão do alimento. Segundo Morgan et al. (2006), aditivos protetores são 

substâncias como carboidratos, proteínas e polímeros, capazes de formar cristais 

amorfos, que são um líquido supersaturado termodinamicamente instável e de alta 

viscosidade. A formação do estado cristalino dentro e fora da célula aumenta a 

viscosidade a ponto de reduzir a mobilidade de moléculas a um nível mínimo 

(MORGAN et al., 2006). 

 

Diferentes matrizes já foram utilizadas na encapsulação de probióticos por 

spray-drying���� �F�R�P�R�� �D�P�L�G�R�V�� ���2�¶�5�,�2�5�'�$�1�� �(�7�� �$�/������ ������������ �*�2�'�(�5�6�.�$�� �H��

CZARNECKI et al., 2008; YING et al., 2010), maltodextrina (LIAN et al., 2002; 

REDDY et al., 2009), gomas (CHAVÉZ e LEDEBOER, 2007; RODRÍGUEZ-

HUERZO, 2007; ZHAO et al., 2008), gelatina (LIAN et al. 2002), proteínas do soro 

(PICOT e LACROIX, 2004; YING et al., 2010), e leite desnatado reconstituído 

(SIMPSON et al., 2005; GOLOWCZYC et al., 2010; PAÉZ et al., 2012). Até o 

momento, o soro doce foi utilizado como matriz encapsulante apenas por De 

Castro-Cislaghi et al. (2012), porém, estes autores não discutiram o efeito protetor 

dessa matriz na viabilidade do probiótico durante a microencapsulação por spray-

drying. 

 

Dentre estas matrizes, o leite desnatado tem se mostrado um poderoso 

protetor da viabilidade celular durante a secagem por spray-drying e tem sido 

empregado em estudos relevantes (FU e CHEN, 2011; GARCÍA, 2011; SILVA et 

al., 2011; PAÉZ et al., 2012). Os componentes do leite parecem interagir 

diretamente com o grupamento polar da membrana fosfolipídica, minimizando os 

danos a esta durante a secagem e durante o armazenamento prolongado. 

Principalmente os dissacarídeos, como por exemplo a lactose, são considerados 

protetores efetivos, pois sugere-se que interajam tanto com as membranas 

bacterianas quanto com proteínas no processo de remoção da água que ocorre 

durante a secagem (ANANTA et al., 2005). A proteção fornecida por dissacarídeos 

pode ser explicada por duas hipóteses: 
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1) Hipótese da substituição da água: Durante a secagem ocorre a remoção da 

água ligada aos fosfolípides que compõe a membrana celular e mantém 

seu estado líquido e bioatividade. A remoção da água, que mantém os 

grupamentos polares dos fosfolípides espacialmente separados, aumenta a 

coesão e compressão da membrana celular, aumentando as possibilidades 

de interações de van der Waals entre as cadeias de hidrocarboneto. Os 

fosfolípides se tornam então susceptíveis a um rearranjo estrutural e a 

transição de fase de um líquido cristalino para um gel. Esses eventos 

estariam relacionados ao rompimento da membrana. Como consequência 

da mudança do estado fisiológico dos lipídeos, a temperatura de fusão ou 

de transição de fase da membrana (Tm) passa a ser maior. Esta hipótese 

postula que interações específicas e entre os açúcares do meio e os 

fosfolípides garantiriam a estabilização da membrana (estado fluido) 

durante e após a secagem. Os grupos hidroxila dos açucares se ligariam 

por pontes de hidrogênio aos grupos fosfato dos fosfolipídios substituindo 

espaços antes ocupados pela água. A interação dos açúcares com a 

membrana diminui a Tm e mantém a membrana celular em estado líquido à 

temperatura ambiente (CROWE et al., 2002; SANTIVARANGKNA e 

FOERST, 2008; SANTIVARANGKNA et al., 2008). 

2) Hipótese da força de hidratação: Também se baseia na capacidade de 

açúcares em limitar a compressão da membrana celular ou transição 

líquido-gel através de suas propriedades osmóticas e volumetricas e a 

vitrificação. A presença de açucares na solução encapsulante promoveria 

(sem interação açúcar-lipídeo específica) um aumento de sua pressão 

osmótica, limitando a remoção de água da interface da membrana celular. 

Além disso, o volume molecular de açucares de tamanho moderado 

manteriam os fosfolipídios separados. Uma posterior redução no estresse 

ocorreria com a vitrificação do açúcar nos espaço entre os fosfolipídios 
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durante a secagem. Para proteger as células durante a secagem, Koester 

et al. () sugerem que a temperatura de transição vítrea (Tg) do açúcar deva 

ser maior que a Tm da membrana hidratada. Supõe-se que tal proteção 

ocorra quando a lactose está presente no meio de secagem de bactérias 

láticas, visto que sua Tg é de 101°C, e a Tm de células de L. plantarum e L. 

bulgaricus quando desidratadas é de 20°C e 40°C, respectivamente 

(SANTIVARANGKNA e FOERST, 2008; SHUCK, 2011). 

 

A transição de fase gel-líquido também ocorre quando a célula é reidratada, 

o que aumenta transitoriamente a permeabilidade da membrana em função de 

descontinuidades entre as fases líquida e gel, podendo causar seu rompimento e 

vazamento do conteúdo celular (CROWE et al., 2002; SANTIVARANGKNA et al., 

2008). O aumento da Tg e manutenção da membrana celular no estado líquido 

devido a utilização de açucares no meio de secagem poderia evitar a 

permeabilidade transitória da membrana, aumentando a recuperação das 

bactérias após reidratadas. 

 

Além da composição, o teor de sólidos totais (ST) das soluções contendo o 

material encapsulante parece afetar a sobrevivência do micro-organismo ao 

processo de microencapsulação por spray-drying (ZHAO et al., 2007). Este teor é 

escolhido pelos autores principalmente mediante a capacidade de operação do 

equipamento de secagem utilizado, e varia entre 11 e 30% (FU e ETZEL, 1995; 

LIAN et. al, 2002; CORCORAN et al, 2004; ANANTA et al., 2005; RIVEROS et al., 

2009). Em condições laboratoriais, a utilização de soluções com teores de sólidos 

totais maiores que 30% favorece o entupimento do bico atomizador e para 

soluções com teores menores que 12%, o tempo de secagem não é suficiente 

para evaporar o conteúdo de água da solução atomizada, mesmo quando o 

secador é operado à máxima taxa de fluxo de ar, resultando em pós com elevada 

umidade (RIVEROS et al., 2009). 
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Outro fator que afeta diretamente a viabilidade de bactérias probióticas é a 

temperatura de armazenamento das microcápsulas após sua produção. A 

sobrevivência de micro-organismos microencapsulados por spray-drying em 

função da temperatura de armazenamento já foi relatada por diversos autores 

(SIMPSON et al., 2005; ABE et al., 2009; REDDY et al., 2009). Maiores taxas de 

sobrevivência são favorecidas por menores temperaturas de armazenamento (4�±

6°C) (GOLOWCZYC, 2010; PAÉZ et al., 2012; DE CASTRO-CISLAGHI et al., 

2012). Porém, temperaturas entre 15 e 30°C já foram relatadas como eficientes na 

manutenção da viabilidade de bactérias probióticas (CORCORAN et al., 2004; 

ANANTA et al., 2005; CHÁVEZ e LEDEBOER, 2007; OLIVEIRA et al., 2007). 

Estes mesmos autores relataram reduções mais drásticas para pós armazenados 

a 37°C. O mecanismo de perda de viabilidade em elevadas temperaturas se deve 

provavelmente a degradação natural de macromoléculas essenciais à vida, 

considerando-se que proteínas e lipídeos in vitro sofrem oxidação e desnaturação, 

respectivamente, durante prolongados períodos de estocagem (FU e CHEN, 

2011). 

 

Diversos estudos sugerem que o principal fator responsável pelo sucesso 

da microencapsulação por spray-drying e da manutenção de microcápsulas com 

elevadas contagens de probióticos durante o armazenamento parece estar 

relacionado às características de resistência da bactéria a secagem, que são 

intrínsecas a cada linhagem. Lian et al. (2002) evidenciaram maior sobrevivência 

para o B. longum B6 em relação a outras linhagens de B. longum e B. infantis 

quando encapsulados em diferentes matrizes utilizando Tentrada = 100°C e Tsaída = 

50-60ºC. Após microencapsulação à Tentrada de 70oC e Tsaída de 46oC, Oliveira et al. 

(2007) relataram a redução de 0,4 ciclos log na viabilidade do L. acidophilus (LAC 

4), contra 0,6 ciclos log de redução para o B. lactis (BI 01). No entanto, ao 

trabalharem com temperaturas de secagem mais altas (Tentrada = 160°C/Tsaída = 

100°C), Fávaro-Trindade e Grosso (2002) relataram maior sensibilidade do L. 

acidophilus La-5, que reduziu 2 ciclos log a mais que B. lactis Bb-12 após a 
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microencapsulação. Ao estudarem a sobrevivência de lactobacilos a 

microencapsulação por spray-drying utilizando Tentrada= 170oC/ Tsaída= 80-85ºC, 

Gardiner et al. (2000) evidenciaram uma redução em ciclos log 10 vezes maior 

para o L. salivarius UCC 118 (0,18 ciclos log) em comparação ao L. paracasei 

NFBC 338 (2,0 ciclos log). A escolha da linhagem bacteriana é um gargalo na 

produção de microcápsulas com elevadas contagens microbianas. Apesar do 

aumento do número de publicações de estudos com microencapsulação, a maioria 

utiliza linhagens bacterianas patenteadas, o que limita o uso por indústrias em 

escala industrial. Assim, ainda é escasso o número de estudos que apresentem a 

resistência de linhagens comerciais a microencapsulação por spray-drying. 

  

3.3. Resistência às condições gastrointestinais 

 

Assim como a resistência a secagem por spray-drying, a resistência à 

passagem pelo trato gastrointestinal superior depende principalmente da espécie 

e linhagem bacterianas. Muitos estudos têm demonstrado que diferentes 

linhagens de lactobacilos não possuem a capacidade de sobreviver às drásticas 

condições do trato gastrointestinal superior. Dessa forma, diferentes tecnologias e 

estratégias, como a microencapsulação, têm sido propostas para o aprimoramento 

da sobrevivência bacteriana (PRAKASH et al., 2011). 

 

As drásticas condições encontradas no ambiente gastrointestinal no que diz 

respeito a variações de pH, mudanças enzimáticas e secreções biliares (Figura 5), 

são necessárias não só para a completa digestão do alimento, mas também 

atuam como barreiras naturais contra micro-organismos ingeridos (PRAKASH, et 

al., 2011; GBASSI et al., 2011). 

 

Apesar de não predizerem respostas quanto a funcionalidade desses micro-

organismos no corpo humano, testes de resistência ao ácido gástrico e a 
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concentrado proteico de soro �± antes (cultura fresca + matriz) ou após sua 

microencapsulação por spray-drying. Ao final da simulação (150 min), o L. 

acidophilus A13 microencapsulado em leite desnatado teve sua resistência 

aumentada em 1,5 ciclos log em relação à cultura fresca adicionada à mesma 

matriz. Para o L. casei Nad e o L. acidophilus A9 microencapsulados, 

independentemente da matriz utilizada, a sobrevivência foi 0,8 a 2 ciclos 

logarítmicos maior quando comparada às culturas livres. 

 

A fim de estudar o efeito do material encapsulante na sobrevivência do 

probiótico, Reddy et al. (2009) submeteram o L. plantarum CFR 2191 

microencapsulado por spray-drying em leite desnatado e maltodextrina (10% p/v) 

aos pH 2,0 e 2,5. Os autores relataram sobrevivências maiores que 95% em 

ambos os pH após incubação a 37°C por 4 horas. Microcápsulas de diferentes 

materiais (leite desnatado, goma arábica, gelatina e amido solúvel) produzidas por 

spray-drying, contendo B. longum B6, não apresentaram diferença na proteção em 

relação à bactéria em sua forma livre após 4 horas de exposição ao suco gástrico 

artificial com pH 3,0, apresentando todos os tratamentos taxas de sobrevivência 

superiores a 81% (LIAN et al., 2002). A microencapsulação por spray-drying de 

Bifidobacteirum Bb-12 em soro doce também se mostrou eficaz quanto a proteção 

do micro-organismo quando exposto as condições gastrointestinais. Após serem 

incubadas por 3 horas em pH 2,0 à 37°C,  as células microencapsuladas de 

Bifidobacteirum Bb-12 apresentaram uma redução de 0,73 contra 1,51 ciclos 

logarítmicos das células na forma livre (DE CASTRO-CISLAGHI et al., 2012). 

 

Devido à complexidade de estudos in vivo para sua utilização em testes 

iniciais de avaliação do potencial probiótico de bactérias e seu comportamento, a 

necessidade de protocolos eficientes para a realização de testes in vitro iniciais é 

de grande importância antes da realização de posteriores experimentos in vivo 

(GBASSI et al., 2011). Diversos autores vêm demonstrando que a utilização de 

soluções artificiais de suco gástrico, bile e suco pancreático (de origem suína ou 
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bovina) em simulações in vitro apresentam resultados semelhantes, e às vezes 

mais drásticos, que ensaios utilizando secreções de origem humana (DEL PIANO 

et al., 2006a; 2006b e 2008). Dessa forma, estudos de simulação gastrointestinal 

são uma forma de se avaliar tanto o efeito da secagem sobre a capacidade de 

bactérias probióticas em resistir a passagem pelo trato gastrointestinal superior, 

quanto o efeito de diferentes matrizes encapsulantes ou veiculadoras na 

sobrevivência do probiótico. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Material 

 

Os produtos adquiridos foram procedentes de um mesmo lote de produção 

em quantidade suficiente para realização de todos os experimentos, a fim de que 

não houvesse variações em suas composições. 

 

�¾ Produção e embalagem das micropartículas: 

�ƒ Cultura probiótica de Lactobacillus acidophillus La-5 (Chr. Hansen, 

Valinhos, Brasil). 

�ƒ Leite em pó desnatado instantâneo MOLICO (Nestlé) 

�ƒ Soro doce em pó (Laticínios Porto Alegre) 

�ƒ Embalagens de poliéster metalizado e polietileno, 6 cm x 8 cm 

(TRADBOR Indústria e Comércio LTDA.). Especificações no Anexo I. 

 

�¾ Teste de simulação gastrointestinal: 

�ƒ Bile bovina (B3883 �± Sigma-Aldrich) 

�ƒ Mucina de estômago suíno (M1778 �± Sigma-Aldrich) 

�ƒ Pancreatina de pâncreas suíno (P1625 �± Sigma-Aldrich) 

�ƒ Pepsina de mucosa gástrica suína (P7012 �± Sigma-Aldrich) 

 

�¾ Contagem do probiótico: 

�ƒ Caldo MRS (DIFCO) 

�ƒ Ágar MRS (DIFCO) 
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�ƒ �*�H�U�D�G�R�U�� �G�H�� �D�Q�D�H�U�R�E�L�R�V�H�� �*�D�V�3�D�N�Œ�� �(�=�� �$�Q�D�H�U�R�E�H�� �&�R�Q�W�D�L�Q�H�U�� �6�\�V�W�H�P��

(Becton, Dickison and Company) 

 

4.2. Métodos 

 

4.2.1. Manutenção e preparo da cultura probiótica para  a 

microencapsulação 

A cultura probiótica comercial de L. acidophilus (La-5 Christian Hansen) foi 

utilizada para o desenvolvimento do trabalho. Para sua manutenção, o envelope 

contendo a cultura foi suspensa em 1 litro de leite desnatado reconstituído 12% 

p/v autoclavado (121°C/10 minutos), adicionado de 10% p/v de glicerol 

autoclavado (121°C/15 minutos), à temperatura de 10 °C. Esta mistura foi 

fracionada em alíquotas de 1 mL adicionadas em tubos Eppendorf® e congeladas 

(-18 °C) até sua utilização. Para a obtenção da suspensão de células da cultura 

probiótica a ser adicionada a matriz encapsulante, antes de cada experimento 

tubos congelados foram retirados aleatoriamente para a realização da repicagem 

do micro-organismo. A cultura foi repicada duas vezes consecutivas em caldo 

MRS (DIFCO) 1% v/v e incubada a 37ºC por 15 horas. Após o crescimento do 

micro-organismo, a suspensão celular obtida foi transferida para tubos de 

centrífuga de polipropileno, com tampas rosqueáveis, previamente autoclavados 

(121°C/15 minutos) e seguiram para centrifugação (Centrífuga Sorvall Instruments 

RC5C �± DUPONT) a 3000 x g por 10 minutos a 4ºC.  

 

O sobrenadante foi descartado e realizou-se a lavagem do concentrado 

celular por duas vezes consecutivas com água peptonada 0,1% p/v, com posterior 

descarte do sobrenadante e centrifugação nas mesmas condições acima citadas. 

Após a segunda lavagem, o concentrado celular foi ressuspendido em água 

peptonada 0,1% p/v em volume. Uma alíquota de 1% v/v do concentrado celular 
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ressuspenso foi adicionada a cada matriz encapsulante, que foram em sequência 

submetidas à microencapsulação por spray-drying. 

 

4.2.2. Produção das microcápsulas probióticas 

 

Leite desnatado reconstituído e soro doce reconstituído foram as duas 

matérias-primas utilizadas como material encapsulante. A Figura 4 apresenta o 

fluxograma geral de produção de microcápsulas de leite desnatado e soro doce, 

com a indicação dos pontos de amostragem. 

 

Para o preparo da matriz encapsulante, as matérias-primas foram 

assepticamente adicionadas a frascos com tampa rosqueável SCHOTT® 

DURAN® contendo água estéril (121°C/15 minutos), para a obtenção de duas 

soluções distintas de 1,5 L, contendo 30% de sólidos totais cada. As soluções 

foram mantidas sob agitação em agitadores magnéticos por 30 minutos para 

hidratação do pó. Após esse período, foi adicionado 1% v/v de suspensão de 

células de Lactobacillus acidophilus La-5 a cada solução. 

 

Em seguida, as soluções de soro e leite desnatado foram pulverizadas para 

secagem e microencapsulação do L. acidophilus La-5, utilizando-se o spray-dryer 

de escala laboratorial Lab-Plant SD-05 (Lab-Plant, Huddersfield, UK), conforme os 

parâmetros descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2.  Condições de microencapsulação do La-5 no spray-dryer Lab-Plant SD-

05 (Lab-Plant, Huddersfield, UK). 

Parâmetros Condições 
Temperatura de entrada (°C) 180 
Temperatura de saída (°C) 85-95 
Pressão de ar (kgf/cm²) 5,0 
Taxa de fluxo (mL/min) 8 
Diâmetro do nozzle (mm) 1,5 
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Ao final da secagem obtiveram-se dois produtos distintos: micropartículas 

de soro (MPsoro) e micropartículas de leite desnatado (MPleite). Porções de 5 g dos 

pós foram acondicionadas em embalagens metálicas compostas de uma camada 

externa de poliéster metalizado e uma camada de polietileno, e embalados a 

vácuo assepticamente. Este material é comumente utilizado na indústria para 

embalagem de leite em pó, e a metalização dessa embalagem tem como 

propósito a proteção contra a umidade e o oxigênio (JAIME et al., 2008). Depois 

Amostras para o 
teste gastrointestinal 

análises físicas, 
morfológicas e 

contagem inicial de 
L. acidophilus 

Micropartículas 
de soro ( MPsoro ) 

Micropartículas 
de leite (MP leite ) 

Embalagem em porções de 
5g com selagem a vácuo 

Adição 1% v/v 
da suspensão 
celular (1010 

UFC/mL) de L. 
acidophilus La-5 

 Microencapsulação por spray-drying 

(Tentrada = 180ºC / Tsaída = 85-95°C) 

Soro doce reconstituído com 30% 
de sólidos totais 

Leite desnatado reconstituído com 
30% de sólidos totais 

Amostras para 
caracterização 
físico-química 

Amostras para 
contagem de 
L. acidophilus 

Embalagem em porções de 
5g com selagem a vácuo 

Armazenamento 
a 4 ± 1 °C

Armazenamento 
a 25 ± 1 °C 

Armazenamento 
a 4 ± 1 °C

Armazenamento 
a 25 ± 1 °C 

Amostras randomizadamente escolhidas e avaliadas quanto à viabilidade do L. 
acidophilus após 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias de armazenamento 

Figura 4 . Fluxograma geral de produção de micropartículas probióticas de soro e 
leite desnatado. 
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de embalados, ambos pós foram armazenados em dessecadores contendo sílica 

gel e mantidos em estufas a 4±1 e 25±1 oC, conforme apresentado na Figura 5. 

 

4.3.  Amostragem e análises físico-químicas e morfoló gicas realizadas 

 

Uma amostra representativa dos lotes adquiridos de leite em pó desnatado 

e soro doce em pó, assim como uma amostra das soluções reconstituídas de leite 

desnatado (30% ST) e soro doce (30% ST), preparadas para cada 

processamento, foram analisadas quanto ao pH, acidez titulável, extrato seco 

total, cinzas, proteína total, gordura e teor de lactose calculada por diferença. As 

micropartículas recém produzidas por spray-drying foram analisados quanto a 

umidade, tamanho de partícula, atividade de água (aw), contagem do L. 

Figura 5 . Armazenamento das micropartículas probióticas. A: 
Estufa; B: Dessecador com sílica gel; C: Embalagem de poliéster 
metalizado e polietileno selada a vácuo. 

A 

B 

C 
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acidophilus e resistência ao trato gastrointestinal simulado. Após 7, 15, 30, 45, 60 

e 90 dias de armazenamento a 4±1 e 25±1 oC as partículas (MPsoro e MPleite) foram 

analisadas quanto a aw e contagem do probiótico. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

4.4. Determinações Analíticas 

 

4.4.1. Análises físico-químicas 

 

As análises físico-químicas foram conduzidas segundo as descrições da 
AOAC (1995) e estão apresentados na Tabela 3. A atividade de água foi 
determinada utilizando o equipamento AQUALAB - Decagon Devices, Pullman/WA 
conforme recomendado pelo fabricante. 

Tabela 3. Descrição das análises físico-químicas realizadas segundo a AOAC 
(1995). 

Análise Descrição 

pH 
Determinado por potenciômetro previamente calibrado, 
introduzindo o eletrodo diretamente nas amostras 
homogeneizadas. 

Acidez titulável 
Determinada pela titulação das amostras com hidróxido de 
sódio N/9 presença do indicador fenolftaleína até a 
observação do ponto de viragem. 

Extrato seco 
total (EST) Determinado por secagem em estufa a 105ºC por 16 horas. 

Cinzas Determinado por incineração das amostras em forno mufla a 
550ºC. 

Proteína total 

Determinada pelo método macro-Kjeldahl, sendo a 
determinação da proteína total calculada multiplicando-se a 
porcentagem de nitrogênio total pelo fator de correção igual a 
6,38. 

Gordura Determinada por gravimetria após extração em frascos de 
Mojonnier 
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4.4.2. Análises microbiológicas 

A viabilidade do L. acidophilus na suspensão celular e nas soluções 

encapsulantes de soro ou leite desnatado foram determinadas por meio da 

contagem de células viáveis logo após sua produção. A viabilidade do L. 

acidophilus nas micropartículas foi determinada por meio da contagem de células 

viáveis imediatamente após a produção das partículas por spray-drying (tempo 

zero) e após 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias de armazenamento a 4 ± 1 e 25 ± 1 oC. 

 

Para esta avaliação, 1 mL de suspensão celular, 1 mL da solução de soro 

ou leite desnatado ou 1g de pó foi adicionado a 9 mL de água salina peptonada 

(pH 7,2 ± 0,02) e agitado vigorosamente por 1 minuto. Após agitação a solução foi 

deixada em repouso em temperatura ambiente por 20 minutos para reconstituição 

do pó. Em seguida, foram realizadas diluições sucessivas em água salina 

peptonada (pH 7,2 ± 0,02), seguida de plaqueamento em profundidade em placas 

de Petri com ágar MRS. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C em jarras 

�G�H���D�Q�D�H�U�R�E�L�R�V�H�����D�G�L�F�L�R�Q�D�G�D�V���G�H���J�H�U�D�G�R�U���G�H���D�Q�D�H�U�R�E�L�R�V�H�����*�D�V�3�D�N�Œ���(�=�������$pós 72 

horas de incubação, foi realizada a contagem das colônias. 

A partir das contagens calculou-se a eficiência ou rendimento de 

encapsulação (RE), que mensura a taxa de sobrevivência ao processo de 

imobilização, calculada segundo Reddy et al. (2009): 

100)log/(log 0 �u� NNRE  

Onde: RE é o rendimento de encapsulação, expresso em porcentagem; N0 é o 

número de células viáveis (UFC/mL) na matriz encapsulante antes da secagem e 

N é o número de células viáveis (UFC/g) no pó.  
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4.4.3. Análises métricas e morfológicas 

 

O diâmetro médio e a distribuição do tamanho das partículas foram 

avaliados pelo analisador de tamanho de partículas Mastersizer 2000 (Malvern 

Instruments Ltda), utilizando-se álcool etílico absoluto como meio dispersor, 

conforme descrito por Zhao et al. (2007). 

 

Para a avaliação da microestrutura das partículas, as amostras foram 

pulverizadas sobre a fita adesiva condutora (cobre), já previamente fixada em 

stubs de alumínio (1 cm x 1 cm), e recobertas com ouro por meio de um 

evaporador Baltzer (BaltecSCD50, Áustria). As amostras foram posteriormente 

avaliadas em microscópio eletrônico de varredura (Scanning Microscope JSM-

5800LV, Jeol) com aceleração de voltagem de 20 kV (SOUZA, 1998). 

 

4.5.  Avaliação da viabilidade do Lactobacillus acidophillus  

microencapsulado durante a simulação das condições 

gastrointestinais 

 

4.5.1. Preparo do suco gástrico artificial e suco intesti nal artificial 

 

Os sucos gástrico e intestinal artificiais e a solução de bile foram 

preparados segundo Picot e Lacroix (2004a) e Mozzi et. al (2009), com 

modificações. O suco gástrico artificial (SGA) foi formulado com cloreto de cálcio 

(0,11 g/L), cloreto de potássio (1,12 g/L), cloreto de sódio (2,0 g/L) e 

hidrogenofosfato de potássio (0,4 g/L), sendo em seguida autoclavado a 121°C/15 

min. Imediatamente antes da sua utilização, o SGA foi adicionado de mucina (3,5 

g/L) e pepsina (0,26 g/L) de origem suína e o pH ajustado para 2,0 com HCl 1N. 
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O suco intestinal artificial (SIA) foi obtido através da adição de solução de 

pancreatina ao SGA para obtenção da concentração final de 1,95g/L, tendo em 

seguida seu pH ajustado para 7,0 com adição de NaHCO3 1N. 

 

4.5.2. Simulação das condições gastrointestinais 

A metodologia descrita por Tenório (2012) foi utilizada para a avaliação da 

viabilidade do Lactobacillus acidophilus La-5 livre e após sua microencapsulação 

em leite desnatado e soro doce durante a simulação das condições intestinais. 

 

Em três tubos de ensaio diferentes foram adicionados três gramas de 

MPsoro, três gramas de MPleite e três mililitros de suspensão celular (micro-

organismo livre), respectivmente, contendo 30 mL de SGA (pH 2,0) cada, e 

incubados em um banho-maria metabólico a 37ºC sob agitação. A viabilidade foi 

avaliada nos intervalos de tempo de 0, 60 e 120 minutos de exposição ao SGA. 

Decorridos 120 minutos de simulação gástrica, uma solução de pancreatina (1,95 

g.L-1) foi adicionada aos tubos e o pH foi ajustado para 7,0, dando início a fase de 

simulação intestinal. A viabilidade foi novamente avaliada após decorridos 300 

minutos de contato com a SIA (TENÓRIO, 2012). A contagem de células viáveis 

foi realizada conforme descrito no item 4.4.2. 

 

4.6. Delineamento experimental e análise estatística dos  dados 

 

O efeito dos tratamentos, ou seja, das duas matrizes encapsulantes, sobre 

as características físicas da cápsula (umidade, atividade de água e tamanho de 

partícula) e sobre o rendimento de encapsulação foi avaliado por Análise de 

variância (ANOVA) e por Teste de Tukey a 5% de significância. 

 

Para a avaliação dos dados de viabilidade do L. acidophilus La-5 ao longo 

do armazenamento, foi montado um esquema fatorial 2 x 2 x 7, em blocos 
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inteiramente casualizados. O fator primário foi a matriz encapsulante, com dois 

níveis de variação: leite desnatado e soro; o fator secundário foi a temperatura de 

armazenamento com dois níveis de variação: 4±1 e 25±1ºC; o terceiro fator foi o 

tempo de armazenamento das microcápsulas com sete níveis de variação: 0, 7, 

15, 30, 45, 60 e 90 dias. O efeito dos fatores e de suas interações foi avaliado por 

análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de significância. 

 

Para a avaliação dos dados de sobrevivência do L. acidophilus La-5 à 

simulação gastrointestinal, foi montado um esquema fatorial 3 x 4, em blocos 

inteiramente casualisados. O fator primário foi o tratamento, com 3 níveis de 

variação: livre; micropartículas de soro e micropartículas de leite; o fator 

secundário foi o tempo de exposição aos sucos gastrointestinais artificiais, com 4 

níveis de variação: 0, 60, 120 e 300 minutos. O efeito dos fatores e de suas 

interações foi avaliado por análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey a 5% 

de significância. 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados e Discussão 

33 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Caracterização físico-química das matérias-primas  e soluções 

encapsulantes 

 
O soro doce utilizado no preparo da solução encapsulante apresentou a 

seguinte composição físico-química: 3,7 ± 0,05 % de umidade; 13,74 ± 0,01% de 

proteína; 1,64 ± 0,01% de gordura; 73,88 ± 0,10% de lactose; 7,03 ± 0,02% de 

cinzas; 0,26 ± 0,00% de ácido lático e pH 6,42. A composição do leite desnatado 

utilizado para preparar a solução encapsulante foi a seguinte: 4,3 ± 0,00 % de 

umidade; 32,09 ± 0,04% de proteína; 1,31 ± 0,01% de gordura; 53,20 ± 0,39% de 

lactose; 9,12 ± 0,01% de cinzas; 0,21 ± 0,00% de ácido lático e pH 6,70. 

A composição físico-química de ambas as soluções de material 

encapsulante utilizadas para a microencapsulação do Lactobacillus acidophilus 

La-5 estão apresentadas na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Composição físico-química das soluções de material encapsulante 
(n=3). 

Composição 
Solução de Soro  

Doce 
Solução de Leite 

Desnatado 

Sólidos totais (%) 29,9 ± 0,14 30,19 ± 0,31 

Proteína (%) 3,86 ± 0,03 9,80 ± 0,03 

Gordura (%) 0,64 ± 0,02 0,41 ± 0,03 

Lactose (%) 23,24 ± 0,12 16,75 ± 0,40 

Cinzas (%) 2,16 ± 0,08 3,23 ± 0,09 

Acidez (% ácido lático) 0,26 ± 0,00 0,19 ± 0,01 

pH 6,41 ± 0,02 6,7 ± 0,00 

 

 A diferença de composição entre as soluções de leite desnatado e soro é 

condizente com a diferença apresentada pelas matérias primas utilizadas para os 
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seus preparos, com menor teor de proteína e maior teor de lactose para a solução 

de soro doce com 30% ST. 

 

5.2. Avaliação das características das microcápsulas de leite desnatado e 

soro doce e do rendimento de encapsulação 

 

Observa-se na Tabela 5 que o material encapsulante não afetou 

significativamente a umidade, a atividade de água (aw), o tamanho de partícula e o 

rendimento de encapsulação. 

  

Tabela 5. Características físico-químicas e rendimento de encapsulação das 
microcápsulas de soro e leite desnatado. 

Características MPsoro
1 MPleite

2 P 

Teor de umidade (%) 4,79 ± 0,1 a 4,28 ± 0,2 a 0,105 

Atividade de água (aw) 0,20 ± 0,0 a 0,15 ± 0,0 a ** 

Tamanho �����P�� 13,02 ± 0,8 a 12,86 ± 0,03 a 0,821 

Rendimento de 
Encapsulação (%) 

82,3 ± 6,3 a 79,85 ± 4,3 b 0,254 
1MPsoro: micropartículas de soro; 2MPleite: micropartículas de leite. **Denominador do teste de F 
é zero, indicando que não houveram diferenças entre os dados; a, b Médias com a mesma letra 
na linha não diferem significativamente entre si (p �”�������������� 

 

A atividade de água e umidade média das micropartículas produzidas 

neste estudo, 0,17 e 4,53% respectivamente, encontram-se abaixo de 0,25 e 

5,0%, que é desejável para a prevenção da morte celular durante o 

armazenamento de culturas secas (CHÁVEZ e LEDEBOER, 2007; 

SANTIVARANGKNA e FOERST, 2008a; PEIGHAMBARDOUST et al., 2011). 

Do ponto de vista físico-químico, para leite em pó desnatado e soro em pó, o 

teor máximo de umidade desejável é de 4,0 e 3,0%. Essa especificação é 

definida em relação à aw, que deve ser próxima a 0,2 a 25°C para ótima 

preservação desses produtos em temperatura ambiente, e previne defeitos 
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como o empedramento (STUCK, 2011). O diâmetro médio das micropartículas 

foi de 12,94 ± 0,7���� ���P���� �,�Q�I�R�U�P�D�o�}�H�V�� �P�D�L�V�� �G�H�W�D�O�K�D�G�D�V�� �D�F�H�U�F�D�� �G�D�� �D�Q�i�O�L�V�H�� �G�H��

tamanho das partículas estão presentes no Anexo I. De maneira similar, De 

Castro-Cislaghi et al. (2012) produziram partículas de soro por spray-drying 

com 11,2 ���P�� �G�H�� �G�L�k�P�H�W�U�R�� �P�p�G�L�R���� �(�V�W�H�V�� �Y�D�O�R�U�H�V�� �V�H�� �H�Q�F�R�Q�W�U�D�P�� �G�H�Q�W�U�R�� �G�R��

diâmetro médio de partículas de soro e leite em pó desnatado obtidas por 

spray-drying�����T�X�H���D�S�U�H�V�H�Q�W�D�P���H�P���J�H�U�D�O���G�L�k�P�H�W�U�R���H�Q�W�U�H���������H�������������P�����3�D�U�W�t�F�X�O�D�V��

de menores tamanhos estão relacionadas à maior pressão de atomização e 

menor viscosidade do líquido alimentador (SHUCK, 2011).  

 

Fatores relatados por outros autores que podem afetar a umidade, a 

atividade de água e o diâmetro médio das partículas produzidas por spray-drying 

são as condições de secagem (temperatura de entrada/saída e tempo de 

permanência da partícula), o teor de sólidos da solução encapsulante e o desenho 

e diâmetro do atomizador, que no presente estudo foram constantes (DESMOND 

et al., 2002; CORCORAN et al., 2004; ANANTA et al., 2005; FU e CHEN, 2011).  

 

O rendimento de encapsulação médio foi de 81,1 ± 5,0% após processo de 

produção de micropartículas por spray-drying (Tentrada = 180°C/Tsaída = 85-95°C). A 

viabilidade do micro-organismo foi reduzida em 1,67 log UFC/g em relação a 

contagem média das matrizes encapsulantes inoculadas com 1% v/v, que 

apresentaram 8,85 log UFC/mL. Valores de sobrevivência do L. acidophilus La-5 a 

microencapsulação por spray-drying semelhantes ao encontrado neste trabalho já 

foram relatadas na literatura para diferentes matrizes encapsulantes. Fávaro-

Trindade e Grosso (2002) observaram 79% de sobrevivência para o L. acidophilus 

La-5 microencapsulado em celulose acetato ftalato. Zhao et al. (2008) 

apresentaram rendimento de 81,3% ao microencapsularem L. acidophilus XH1 

�X�W�L�O�L�]�D�Q�G�R�� �V�R�O�X�o�m�R�� �G�H�� ��-ciclodextrina e goma acácia (9:1). Este rendimento de 

encapsulação também é similar aos apresentados por Riveros et al. (2009) que, 

ao trabalharem com permeado de soro como matriz encapsulante, obtiveram 
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rendimento de encapsulação médio de 80,5%, ao secarem uma linhagem de L. 

acidophilus de origem vaginal. 

 

Os fatores que afetam o rendimento de encapsulação por spray-drying de 

uma mesma linhagem são relacionados ao estágio fisiológico do micro-organismo, 

as condições de secagem (temperatura de entrada/saída e tempo de permanência 

da partícula), o teor de sólidos e composição do material encapsulante 

(GARDINER et al., 2000; RODRÍGUEZ-HUERZO et al., 2007; ZHAO et al., 2008, 

PAÉZ et al., 2012). A proteção oferecida pelo soro e pelo leite à secagem de 

bactérias por spray-drying parece estar relacionada ao efeito protetor dos 

componentes dessa matéria prima à parede celular, principalmente a lactose e 

proteínas (MORGAN et al., 2006; FU e CHEN, 2011). Conforme apresentado na 

Tabela 4, a matriz de leite desnatado apresentou maior teor de proteínas que a 

matriz de soro, e a matriz de soro apresentou maior teor de lactose que a matriz 

de leite desnatado (Tabela 4). Essa diferença não afetou o rendimento de 

encapsulação, sugerindo que possa ter havido um efeito compensatório entre 

lactose e proteína quanto à proteção ao probiótico durante a secagem.  Buitink et 

al. (2000) sugerem que a característica vítrea dos açúcares, considerado principal 

protetor da membrana bacteriana durante a secagem, pode ser afetada por 

polipeptídios. Além disso, as proteínas são mais estáveis a temperaturas maiores 

que suas temperaturas de transição vítrea (Tg) que os açúcares.  

 

As Figuras 6 e 7 correspondem à microscopia eletrônica de varredura das 

micropartículas produzidas por spray-drying. É possível visualizar que ambas as 

partículas de leite e soro apresentam ar ocluso em um vacúolo central, ou 

pequenos vacúolos distribuídos no interior das partículas que, em geral, possuem 

concavidades típicas de partículas obtidas por essa técnica (NIJDAM e 

LANGRISH, 2005). Segundo Lian et al. (2002), a extensão da formação dessas 

concavidades é dependente da composição da solução encapsulante. 
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Figura 6 . Microscopia eletrônica de varredura das micropartículas de soro. A: 
�$�X�P�H�Q�W�R�� �������[���� �%�D�U�U�D�� � �� ������ ���P���� �%���� �$�X�P�H�Q�W�R�� ���������[���� �%�D�U�U�D�� � �� ������ ���P���� �&�����$�X�P�H�Q�W�R��
���������[�����%�D�U�U�D��� ���������P�����'�����$�X�P�H�Q�W�R�����������[�����%�D�U�U�D��� �����������P��
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Figura 7.  Microscopia eletrônica de varredura das micropartículas de leite
�G�H�V�Q�D�W�D�G�R�����$�����$�X�P�H�Q�W�R���������[�����%�D�U�U�D��� �����������P�����%�����$�X�P�H�Q�W�R�����������[�����%�D�U�U�D��� �����������P����
�&�����$�X�P�H�Q�W�R�����������[�����%�D�U�U�D��� ���������P�����'�����$�X�P�H�Q�W�R�����������[�����%�D�U�U�D��� �����������P�� 

A 

C 

B 

D 



Resultados e Discussão 

38 

 

5.3 Avaliação da sobrevivência do Lactobacillus acidoph ilus  La-5 

durante o armazenamento 

 

A Figura 8 apresenta a viabilidade do L. acidophilus La-5 microencapsulado 

em soro e leite desnatado durante os 90 dias de armazenamento a 4 ± 1,0 e 25 ± 

1,0°C. Observa-se na Tabela 6 que os tratamentos, ou seja, a secagem do L. 

acidophilus utilizando leite desnatado ou soro como matriz encapsulante, a 

temperatura de armazenamento (4 ± 1,0 e 25 ± 1,0°C) e o tempo de 

armazenamento (90 dias) afetaram significativamente a viabilidade do L. 

acidophilus. No entanto, a interação de qualquer um destes fatores não afetou a 

sobrevivência do micro-organismo. As contagens microbiológicas das MPsoro e 

MPleite ao longo dos 90 dias de armazenamento a 4°C e 25°C estão apresentadas 

no Anexo I. 

 

 

 

 

Figura 8 . Viabilidade (log UFC/g) do L. acidophilus La-5 em micropartículas de 
leite desnatado (MPleite) e soro (MPsoro) ao longo do armazenamento a 4°C e 
25°C (n=3). 
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Devido a baixa variabilidade apresentado pelos dados de atividade de água 

(aw) das micropartículas, apresentadas no Anexo I, não foi possível o cálculo do 

teste F, visto que seu denominador (média dos quadrados dos resíduos) foi zero, 

indicando que não houve diferença nos seus valores ao longo do tempo. A aw se 

manteve em média 0,19 durante os 90 dias de armazenamento, para ambas as 

partículas e temperaturas de armazenamento. As embalagens de poliéster 

metalizado revestidas com polietileno e o armazenamento em dessecadores foram 

eficientes na manutenção da aw das micropartículas, mantendo a aw menor que 

0,25, que é considerado ideal na manutenção da viabilidade de bactérias láticas 

ao longo do armazenamento (FU e CHEN, 2011; PEIGHAMBARDOUST et al., 

2011; SILVA et al., 2011). 

 

Tabela 6. Resumo da Análise de Variância (ANOVA). Efeito do tratamento, 
temperatura e tempo e interação tratamento x temperatura, tratamento x tempo, 
temperatura x tempo e tratamento x temperatura x tempo sobre a viabilidade do 
Lactobacillus acidophilus La-5 (n=3). 

Fator de variação 
Valores p 

Graus de 
Liberdade Sobrevivência 

Tratamento* 1 0,029 

Temperatura ** 1 0,007 

Tempo *** 6 0,001 

Tratamento x Temperatura 1 0,220 

Tratamento x Tempo 6 0,938 

Temperatura x Tempo 6 0,785 

Trat. x Temp. x Tempo 6 0,968 
*Tratamento: micropartículas de leite desnatado (MPleite); micropartículas de soro (MPsoro). 
**Temperatura: 4 e 25°C. ***Tempo: 0, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias de armazenamento 
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 A viabilidade do L. acidophilus La-5 nas MPsoro foi significativamente menor 

que nas MPleite, apresentando contagem média de 6,95 ± 0,24 log UFC/g contra 

7,09 ± 0,17 log UFC/g. A 4°C as microcápsulas apresentaram contagem média do 

probiótico de 7,11 ± 0,24 log UFC/g, significativamente maior que a médias das 

microcápsulas armazenadas a 25°C, que foi 6,94 ± 0,13 log UFC/g. O efeito do 

tempo de armazenamento na viabilidade em log UFC/g do L. acidophilus La- 5 

está apresentado na Figura 9. A viabilidade do L. acidophilus decresceu 

significativamente durante os 90 dias armazenamento, apresentando uma redução 

de 0,43 log UFC/g ao final deste período. Esta redução foi menor que uma 

redução decimal e, do ponto de vista microbiológico, pode ser considerada baixa. 

Mesmo após os 90 dias de armazenamento, as micropartículas apresentaram 

contagens superiores a 106 UFC/g, que é considerado o valor mínimo presente em 

um alimento para que possam desempenhar seu efeito probiótico (HAMILTON-

MILLER et al., 1999; REID et al., 2003).  

 

Figura 9 . Efeito do tempo de armazenamento na viabilidade (log UFC/g) do 
Lactobacillus acidophilus La-5. a,b,c Para cada tempo, médias precedidas da 
mesma letra não diferem significativamente entre si (p �”�������������� 
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Altas contagens foram observadas por Abe et al. (2009), que relataram 

contagens maiores que 107 ao final de 24 meses para diferentes espécies de 

bifidobactérias, em fórmulas lácteas em pó. Schuck et al. (2012) observaram 

contagens superiores a 107 UFC/g ao final de aproximadamente 3 anos de 

armazenamento para duas linhagens de Propionibacterium acidipropionici em 

permeado de soro em pó. Em contraste, Golowczyc et al. (2010) e Paéz et al. 

(2012) relataram contagens menores que 106 UFC/g para diferentes linhagens de 

L. acidophilus, L. plantarum e Saccharomycopsis lipolytica microencapsulados em 

leite desnatado ao final de 80 dias de armazenamento. 

 

As contagens maiores que 106 UFC/g após 90 dias de armazenamento, 

apresentadas neste trabalho, podem ser atribuídas tanto às características de 

resistência intrínsecas desta linhagem, quanto à semelhança de umidade, aw, e ao 

tamanho das micropartículas produzidas, que não diferiram significativamente 

entre si. Sugere-se então que a embalagem utilizada apresentou barreira à 

umidade, visto que não houve na variação na aw ao longo do tempo de 

armazenamento, e ao oxigênio, que, juntamente com a selagem a vácuo, 

contribuíram para a minimização do nível de oxigênio no interior das embalagens. 

A baixa aw e o baixo nível de oxigênio na embalagem podem minimizar a 

formação de radicais livres que ocorre principalmente pela oxidação de lipídeos da 

membrana celular. Esses radicais livres, quando se difundem para o interior da 

célula podem induzir danos ao DNA celular, causando sua morte.  No entanto, a 

difusão de oxigênio para a membrana celular pode ser também minimizada pelo 

estado amorfo de carboidratos, como a lactose, em pós armazenados em 

ambiente com baixa atividade de água (< 0,3), como promovido neste estudo. 

Este fato prolongaria a viabilidade das bactérias probióticas, favorecendo a 

sobrevivência do probiótico durante o armazenamento por longos períodos 

(CHÁVEZ e LEDEBOER, 2007; SANTIVARANGKNA et. Al., 2008).  
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5.4 Avaliação da resistência do Lactobacillus acidophilus  La-5 livre e 

em micropartículas à simulação das condições gastrinte stinais 

 

O tratamento, o tempo de exposição e a interação desses fatores afetaram 

significativamente a sobrevivência do L. acidophilus La-5 durante a simulação 

gastrointestinal, conforme exposto na Tabela 7. 

  

Tabela 7. Resumo da Análise de Variância (ANOVA). Efeito do tratamento, tempo 
e interação tratamento x tempo sobre a sobrevivência do Lactobacillus acidophilus 
La-5 durante a simulação gastrointestinal (n=3). 

Fator de variação 
Valores p 

Graus de 
Liberdade 

Sobrevivência 

Tratamento* 2 < 0,0001 

Tempo ** 3 < 0,0001 

Tratamento x Tempo 6 < 0,0001 
* Tratamentos: concentrado celular suspenso em água peptonada (Livre), 
micropartículas de soro (MPsoro) e micropartículas de leite desnatado (MPleite). 
**Tempo: 0, 60, 120 e 300 minutos de simulação gastrointestinal. ***SGI: simulação 
gastrointestinal (7 horas) = Solução Gástrica Artificial (120min/pH 2,0) + Solução 
Intestinal Artificial (300min/pH 7,0). 

 

A Figura 9 apresenta sobrevivência do L. acidophilus durante incubação 

sequencial da suspensão celular, das micropartículas de soro (MPsoro) e das 

micropartículas de leite desnatado (MPleite) em suco gástrico artificial (SGA) pH 

2,0 por 2 horas e suco intestinal artificial (SIA) pH 7,0 por 5 horas. Observa-se 

que após 60 minutos de exposição ao SGA não houve redução significativa na 

viabilidade do micro-organismo livre ou microencapsulado em soro ou leite (MPsoro 

e MPleite). No entanto, ao final das 7 horas de duração da simulação 

gastrointestinal, o probiótico na forma livre apresentou uma redução significativa 

de 3,11 ciclos log; o probiótico microencapsulado em soro (MPsoro) teve sua 

sobrevivência mantida enquanto o microencapsulado em leite desnatado teve sua 
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viabilidade aumentada em 1,64 ciclos log. A recuperação de probióticos ao final 

da fase de simulação das condições intestinais pode ser atribuída a neutralização 

do pH (PICOT e LACROIX, 2004). No entanto, a maior recuperação do micro-

organismo microencapsulado em leite desnatado pode estar relacionada à 

utilização de peptídeos e aminoácidos advindos da digestão da caseína (BRODY, 

2000; BRUCK et al., 2006). Ao final da simulação gastrointestinal, a sobrevivência 

do L. acidophilus microencapsulado (MPsoro e MPleite) foi significativamente maior 

que a sua sobrevivência na forma livre, evidenciando o efeito protetor da 

microencapsulação em ambas as matrizes. 

 

 

Figura 10. Viabilidade (log UFC/mL) do Lactobacillus acidophilus La-5 livre, em 
micropartículas de soro (MPsoro) e em micropartículas de leite desnatado (MPleite) 
submentidas as condições que simulam o trânsito gastrointestinal. a,b Para cada 
tratamento, médias precedidas da mesma letra não diferem significativamente 
entre si (p �”�������������� (n=3). 
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Estes resultados estão de acordo com os apresentados por Reddy et al. 

(2009), que observaram 100% de retenção da viabilidade do L. plantarum CFR 

2158 microencapsulado por spray-drying em leite desnatado após 4 horas de 

exposição ao pH 2,0. De Castro-Cislaghi (2012) também observaram um efeito 

protetor da microencapsulação. Ao estudarem o efeito da exposição de 

Bifidobacterium Bb-12 ao pH 2,0 por 3 horas, foram encontradas reduções de 

1,51 log UFC/g para a bactéria na forma livre contra 0,73 UFC/g quando em 

microencapsulas de soro produzidas por spray-drying.  

 

Face ao apresentado na literatura, a resistência de bactérias probióticas as 

condições gastrointestinais, além de ser dependente da linhagem bacteriana, 

parece estar condicionada a técnica de microencapsulação, a adição de 

substâncias protetoras ou a matriz alimentícia onde estes probióticos são 

veiculados. Nesse contexto, o leite desnatado, o soro e seus derivados, como o 

isolado e o concentrado proteico de soro, são apontados como potenciais 

matérias encapsulantes para a produção de cápsulas com resistência 

gastrintestinal (LIAN at al. 2003; REDDY et al, 2009; RANADHEERA et al., 2010; 

GBASSI et al., 2011; PAÈZ et al., 2012). 
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6. CONCLUSÕES 

 

Ambas as matrizes encapsulantes (soro doce e leite desnatado) não 

conferiram diferenças quanto ao tamanho das partículas, umidade, atividade de 

água e rendimento de encapsulação do L. acidophilus La-5.  

 

A microencapsulação de L. acidophilus La-5 utilizando soro doce e leite 

desnatado é viável tecnologicamente. As micropartículas produzidas 

apresentaram populações do probiótico superiores a 106 UFC/g por até 90 dias de 

armazenamento tanto a 4 °C quanto a 25° C, com reduções significativas de 

apenas 0,43 log UFC/g em média durante este período. 

 

Durante o ensaio de simulação da passagem pelo trato gastrointestinal, 

ambas as micropartículas promoveram a manutenção da viabilidade do L. 

acidophilus La-5, que foi reduzida em 50% para o probiótico na forma livre. As 

micropartículas de leite (MPleite) conferiram maior proteção ao probiótico, 

favorecendo o aumento de sua viabilidade ao final da simulação gastrointestinal.  

 

 Os resultados indicam que tanto o leite desnatado quanto o soro, que é 

uma matéria-prima de baixo custo, são interessantes para a veiculação de culturas 

probióticas e passíveis de serem armazenadas em temperatura ambiente, sem 

que haja redução na viabilidade dos micro-organismos quando submetidos à 

condições que simulem a passagem pelo trato gastrointestinal. 
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Viabilidade (log UFC/g) do Lactobacillus acidophilus em micropartículas de leite 
desnatado (MPleite) e soro (MPsoro) ao longo do armazenamento a 4°C e 25°C 
(n=3). 

Tratamentos 

Dias de 
armazenamento 

MPsoro
1 MPleite

2 

4°C 25°C 4°C 25°C 

0 7,08 ± 0,36 7,08 ± 0,36 7,27 ± 0,57 7,27 ± 0,57 

7 7,16 ± 0,14 7,14 ± 0,11 7,39 ± 0,39 7,29 ± 0,27 

15 7,20 ± 0,23 6,83 ± 0,15 7,16 ± 0,45 6,94 ± 0,51 

30 7,16 ± 0,14 7,00 ± 0,03 7,10 ± 0,39 7,06 ± 0,32 

45 7,09 ± 0,14 6,73 ± 0,11 7,09 ± 0,44 7,00 ± 0,28 

60 7,00 ± 0,21 6,61 ± 0,06 7,04 ± 0,52 6,94 ± 0,32 

90 6,85 ± 0,37 6,41 ± 0,22 6,92 ± 0,45 6,80 ± 0,32 
1 MPsoro: microcápsulas de soro; 2 MPleite: microcápsulas de leite desnatado; 

 

 

Atividade de água (aw) das micropartículas de leite desnatado e soro ao longo do 
armazenamento a 4°C e 25°C (n=3). 

Dias de 
armazenamento 

Tratamentos 

MPsoro
1 MPleite

2 

4 °C 25 °C 4 °C 25 °C 

0 0,20 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,15 ± 0,00 0,15 ± 0,00 

7 0,23 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,19 ± 0,00 0,15 ± 0,00 

15 0,23 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,19 ± 0,00 0,15 ± 0,00 

30 0,23 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,19 ± 0,00 0,15 ± 0,00 

45 0,23 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,19 ± 0,00 0,15 ± 0,00 

60 0,23 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,19 ± 0,00 0,15 ± 0,00 

90 0,23 ± 0,00 0,20 ± 0,00 0,19 ± 0,00 0,15 ± 0,00 
1 MPsoro: microcápsulas de soro; 2 MPleite: microcápsulas de leite desnatado; 
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