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RESUMO 
 
A microencapsulação de micro-organismos probióticos tem se mostrado como uma 

técnica promissora para manter sua viabilidade tanto nos produtos aos quais são 

adicionados, bem como durante sua passagem pelo trato gastrointestinal. O objetivo 

geral deste trabalho foi avaliar a fabricação e as características durante o 

armazenamento refrigerado de iogurte batido probiótico adicionado de Lactobacillus 

acidophilus nas formas livre e encapsulada. O micro-organismo probiótico foi 

microencapsulado por gelificação iônica e coacervação complexa, utilizando-se pectina 

e concentrado proteico de soro como materiais de parede. Antes de serem adicionadas 

ao iogurte, as microcápsulas foram avaliadas quanto à característica físico-química e 

viabilidade do micro-organismo probiótico. Os iogurtes foram fabricados com leite 

homogeneizado esterilizado e padronizado adicionado de 2,5% (v/v) da cultura láctica 

tradicional para fabricação de iogurte e submetidos aos seguintes tratamentos: 1) 

adição de 1% (v/v) de L. acidophilus livre; 2) adição de 10% (p/v) de microcápsulas 

úmidas contendo L. acidophilus e 3) adição de 13% (p/v) de microcápsulas liofilizadas 

reidratadas contendo L. acidophilus. O tempo de fermentação foi considerado o 

necessário para que o produto atingisse pH 4,8 ± 0,05. Os produtos foram 

caracterizados quanto à sua composição centesimal e população dos micro-

organismos. Após 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado, os iogurtes 

foram avaliados quanto à pós-acidificação e viabilidade dos micro-organismos da 

cultura tradicional de iogurte e probiótica. A viabilidade do L. acidophilus durante a 

simulação da passagem do iogurte através das condições gastrointestinais foi avaliada 

após 35 dias. O experimento completo foi repetido três vezes e o delineamento 

experimental utilizado foi o Split–plot, em um planejamento do tipo fatorial 3 x 6, em 

blocos completamente aleatorizados. O efeito dos tratamentos, do tempo de 

armazenamento bem como da interação desses fatores sobre as variáveis estudadas 

foi avaliado por ANOVA aplicando-se teste de Tukey para comparação entre as médias 

ao nível de 5% de significância. O tempo de fermentação dos produtos variou de 180 a 

200 minutos. Um dia após a fabricação, o iogurte obtido com o micro-organismo livre 

apresentou menor pH que os iogurtes adicionados do micro-organismo encapsulado. 

Os iogurtes produzidos com o micro-organismo encapsulado apresentaram maior teor 
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de proteína quando comparados ao produzido com o L. acidophilus livre. A interação 

entre os tratamentos e o tempo de armazenamento refrigerado afetou significativamente 

a pós-acidificação e o número de células viáveis de S. thermophilus, L. bulgaricus e     

L. acidophilus no iogurte. Os iogurtes probióticos adicionados de L. acidophilus na 

forma microencapsulada apresentaram menor pós-acidificação e maior sobrevivência 

do micro-organismo probiótico após 35 dias de armazenamento quando comparado ao 

iogurte com probiótico adicionado na forma livre. Na forma livre, a população de células 

viáveis de L. acidophilus reduziu 0,98 ciclos logarítmicos, enquanto na forma 

encapsulada (úmida e liofilizada) essa redução foi de 0,20 ciclos logarítmicos. Esses 

resultados indicam a sobrevivência de aproximadamente 10% e 62% do L. acidophilus 

nas formas livre e encapsulada, respectivamente. Após 35 dias de armazenamento 

refrigerado, a simulação da passagem dos produtos pelo trato gastrointestinal indicou 

maior sobrevivência do L. acidophilus encapsulado do que do micro-organismo livre. A 

microencapsulação do L. acidophilus por gelificação iônica e coacervação complexa 

utilizando-se pectina e proteína de soro como materiais de parede, conferiu proteção ao 

micro-organismo, tanto durante o armazenamento refrigerado do produto por 35 dias, 

como durante a simulação gastrointestinal.  

 

 

Palavras-chave: probióticos, microencapsulação, iogurte, viabilidade, simulação das 

condições gastrointestinais. 
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ABSTRACT 
 

Microencapsulation of probiotic microorganisms has been shown to be a promising 

technique to maintain their viability either in products to which they are added and during 

their passage through the gastrointestinal tract. The aim of this study was to evaluate 

the manufacture and characteristics during refrigerated storage of probiotic stirred 

yoghurt added of Lactobacillus acidophilus in both free and encapsulated forms. The 

probiotic microorganism was microencapsulated by ionotropic gelation and complex 

coacervation, using pectin and whey protein concentrate as wall materials. Before being 

added to yoghurt, the microcapsules were evaluated for physical chemical 

characteristics and viability of the probiotic microorganism. The yoghurts were 

manufactured with sterilized, homogenized and standardized milk added of 2.5% (v/v) 

yoghurt starter culture and submitted to the following treatments: 1) addition of 1% (v/v) 

of free L. acidophilus, 2) addition of 10% (w/v) of moist microcapsules containing L. 

acidophilus and 3) addition of 13% (w/v) of rehydrated freeze-dried microcapsules 

containing L. acidophilus. The fermentation period was considered the enough time for 

the product to reach pH 4.8 ± 0.05. The products were characterized to their centesimal 

composition and population of microorganisms. After 1, 7, 14, 21, 28 and 35 days of 

refrigerated storage, the yoghurts were evaluated for post-acidification and viability of 

yoghurt starter culture and probiotic microorganism. The viability of L. acidophilus during 

simulation of the passage of yoghurt through gastrointestinal conditions was also 

evaluated after 35 days. The complete experiment was repeated three times and the 

experimental design was a Split-Plot in a factorial design of the type 3 x 6, in completely 

randomized blocks. The effect of treatments, storage time and the interaction of these 

factors on these studied variables was evaluated by ANOVA according to the Tukey test 

for comparison between the averages, in 5% of significance level. The fermentation 

period of the products ranged from 180 to 200 minutes. One day after manufacturing, 

the yoghurt obtained with free microorganism showed lower pH than the yoghurt 

produced with added encapsulated microorganism. The yoghurts produced with the 

encapsulated microorganism showed higher protein content than that produced with free 

L. acidophilus. The interaction between treatments and time of refrigerated storage 



 xiv

affected significantly the post-acidification and the number of viable cells of                 

S. thermophilus, L. bulgaricus and L. acidophilus in yoghurt. The probiotics yoghurts 

added by L. acidophilus in microencapsulated form showed less post-acidification and 

increased survival of probiotic microorganism after 35 days of storage than yoghurt 

added of probiotic in free form. The counting of viable cells of L. acidophilus reduced 

0.98 log cycles in free form, while in encapsulated form (moist and freeze-dried) the 

reduction was 0.20 log cycles. These results indicate the survival of approximately 10% 

and 62% of L. acidophilus in both free and encapsulated forms, respectively. After 35 

days of refrigerated storage, the simulation of the passage of yoghurts through the 

gastrointestinal tract showed a higher survival of L. acidophilus encapsulated than the 

free microorganism. Microencapsulation of L. acidophilus by ionotropic gelation and 

complex coacervation, using pectin and whey protein concentrate as wall materials 

provide protection to microorganism, both during refrigerated storage for 35 days and 

during simulated gastrointestinal conditions. 

 

Keywords: probiotics, microencapsulation, yoghurt, viability, simulated gastrointestinal 

conditions.
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1. INTRODUÇÃO 

O iogurte é definido como “o produto incluído na definição de leites fermentados 

cuja fermentação se realiza com cultivos protosimbióticos de Streptococcus salivarius 

subsp. thermophilus 1 e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais, de forma 

complementar, outras bactérias ácido-lácticas podem acompanhar devido à sua 

atividade, que pode contribuir para a determinação das características do produto final”. 

Estes micro-organismos específicos devem ser viáveis, ativos e abundantes no produto 

final durante seu prazo de validade. O iogurte pode variar quanto à sua composição 

química, método de produção, sabor e consistência. Em relação à consistência, o 

iogurte pode ser firme, batido ou líquido (BRASIL, 2007). 

Na área de laticínios, a produção de iogurtes e leites fermentados funcionais 

possui grande aceitação pelo público em geral e apresentam excelente valor nutritivo, 

sendo considerados os “veículos” mais utilizados para o consumo de probióticos. 

(ANTUNES et al., 2007). Nas últimas décadas a busca por alimentos funcionais 

aumentou consideravelmente, uma vez que os alimentos passaram a ser vistos não 

somente como uma fonte de nutrientes, mas também como promotores de bem estar e 

saúde, devido à redução do risco de doenças (ROBERFROID, 2000; SIRÓ et al., 2008). 

Dentro deste contexto, os probióticos têm sido amplamente estudados para sua 

aplicação em alimentos, devido a inúmeras atribuições em relação aos seus benefícios 

à saúde. 

Com o avanço das pesquisas, um crescente número de evidências tem mostrado 

os benefícios promovidos pelos probióticos para a aplicação em humanos, como a 

redução da intolerância à lactose, redução dos níveis de colesterol, estimulação do 

sistema imune, alívio da constipação, aumento da absorção de minerais, efeitos anti-

mutagênicos, anti-carcinogênicos e anti-hipertensivos (CHARTERIS et al., 1998a; 

KAILASAPATHY e CHIN, 2000; TUOHY et al., 2003; VASILJEVIC e SHAH, 2008).  

                                                 
1 Apesar de constar desta forma na legislação brasileira, na taxonomia de bactérias ácido-lácticas a 
denominação atual é S. thermophilus. (SCHLEIFER et al., 1991) 
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O uso dos probióticos Bifidobacterium sp. e/ou Lactobacillus acidophilus em 

leites fermentados tornou-se popular no final da década de 70 como resultado de 

grande aumento no conhecimento da taxonomia e ecologia das bifidobactérias. 

(GOMES e MALCATA, 1999).  

Para exercerem efeitos probióticos, os micro-organismos adicionados em 

produtos comercializados devem atender alguns requisitos, incluindo a sua 

sobrevivência, atividade e estabilidade durante o armazenamento do produto (HELLER, 

2001).  Após a produção do iogurte e posterior resfriamento, o produto pode sofrer pós-

acidificação, podendo causar uma substancial perda de viabilidade dos micro-

organismos probióticos, uma vez que em pH menor que 4,4 estes não se desenvolvem 

bem e uma redução da população normalmente é observada (SHAH, 2000; 

VASILJEVIC e SHAH, 2008). 

Outro fator que pode ocasionar uma perda na viabilidade dos micro-organismos 

probióticos após sua ingestão é o trato gastrointestinal (TGI), onde estes devem resistir 

ao suco gástrico, à bile e à secreção pancreática mantendo-se viáveis para colonizar o 

intestino e promover seu efeito benéfico (DEL PIANO et al., 2006a). Com isso, a perda 

da viabilidade dos micro-organismos probióticos tem levado a busca por novas 

estratégias para sua manutenção, sendo a microencapsulação um método promissor 

para a proteção dos probióticos.  

Diferentes micro-organismos, técnicas de encapsulação e materiais de parede 

têm sido utilizados com sucesso na manutenção da viabilidade dos probióticos em 

iogurte (KAILASAPATHY, 2006; SULTANA et al., 2000; KRASAEKOOPT et al., 2003; 

ADHIKARI et al., 2003). Dessa forma, o objetivo geral do trabalho foi avaliar a 

fabricação e as características durante o armazenamento refrigerado de iogurte batido 

probiótico adicionado de Lactobacillus acidophilus nas formas livre e encapsulada, 

utilizando-se gelificação iônica e coacervação complexa como técnicas de 

encapsulação, e pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede. 

 



 3 

2. OBJETIVOS 
 

Os objetivos específicos deste trabalho foram: 

 

1. Caracterização física, química e microbiológica de microcápsulas contendo       

L. acidophilus obtidas por gelificação iônica e coacervação complexa utilizando-

se pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede; 

 

2. Avaliar o efeito da adição de L. acidophilus, livre e encapsulado, sobre a 

produção e composição do iogurte probiótico batido; 

 

3. Avaliar a pós-acidificação e a viabilidade do L. acidophilus, nas formas livre e 

microencapsulada, no iogurte probiótico batido durante o armazenamento 

refrigerado; 

 

4. Avaliar a resistência do L. acidophilus às condições que simulam a passagem 

pelo trato gastrointestinal após 35 dias de armazenamento refrigerado do iogurte 

probiótico batido. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. Iogurte 

 De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites 

Fermentados, Instrução Normativa nº 46 de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007) 

“entende-se por Leites Fermentados os produtos adicionados ou não de outras 

substâncias alimentícias, obtidas por coagulação e diminuição do pH do leite, ou 

reconstituído, adicionado ou não de outros produtos lácteos, por fermentação láctica 

mediante ação de cultivos de micro-organismos específicos”. 

A mesma legislação, com relação ao iogurte, define que é “o produto incluído na 

definição de leites fermentados cuja fermentação se realiza com cultivos 

protosimbióticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais, de forma complementar, outras bactérias 

ácido-lácticas podem acompanhar devido à sua atividade, que pode contribuir para a 

determinação das características do produto final”. Estes micro-organismos específicos 

devem ser viáveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade. 

As bactérias do iogurte Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus crescem melhor quando presentes juntas no leite do que 

separadamente, devido a protocooperação. Os bacilos proteolíticos promovem o 

desenvolvimento dos estreptococos pela formação de pequenos peptídeos e 

aminoácidos, sendo o principal deles a valina. O leite contém pouca quantidade desses 

aminoácidos e os cocos, que são pouco proteolíticos, produzem ácido lentamente. Os 

cocos, por sua vez, favorecem o crescimento dos bacilos pela formação de ácido 

fórmico sob condições anaeróbias e pela formação de CO2. Devido ao estímulo mútuo 

durante o desenvolvimento das bactérias no leite, o ácido lático é produzido mais 

rapidamente com as culturas em conjunto quando comparado com a produção 

individual. Os bacilos são menos susceptíveis ao ácido e continuam desenvolvendo. Os 

cocos, assim como os bacilos contribuem significativamente para as propriedades do 

iogurte e ambas as espécies devem estar presentes em grandes quantidades no 

produto final (WALSTRA et al., 2006). 
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Segundo a mesma legislação (BRASIL, 2007), o iogurte pode apresentar 

consistência firme, pastosa, semi-sólida ou líquida, cor branca ou de acordo com a 

substância alimentícia e/ou corante adicionado. Seu odor e sabor devem ser 

característicos ou de acordo com a substância alimentícia e/ou substância 

aromatizante/saborizante adicionada. Deve apresentar acidez (g de ácido láctico/100g) 

variando de 0,6 a 1,5 e a contagem de bactérias lácticas totais deve ser de no mínimo 

107 UFC/g durante todo o período de validade. 

De acordo com Tamime e Robinson (1999), as principais etapas de fabricação do 

iogurte incluem: recepção do leite, padronização e/ou fortificação, homogeneização, 

tratamento térmico, inoculação, fermentação e coagulação, resfriamento, embalagem e 

armazenamento do produto. O iogurte é usualmente classificado em dois tipos básicos, 

de acordo com seu método de produção e estrutura física do coágulo: iogurte firme ou 

tradicional (set yoghurt) e o iogurte batido (stirred yoghurt). O iogurte firme é fermentado 

após a inoculação seguida de envase e é incubado à temperaturas de 40 - 43°C por 2 a 

4 horas. Já no iogurte batido, o leite é inoculado e incubado em tanques de 

fermentação, sendo o gel do iogurte quebrado durante os estágios de batimento e 

resfriamento. O iogurte líquido (fluid yoghurt) pode ser considerado como um iogurte 

batido de baixa viscosidade. 

A padronização do teor de sólidos do leite na produção de iogurte pode ser 

realizada através da adição de leite em pó (integral ou desnatado), leitelho em pó, soro 

em pó (concentrado ou isolado proteico de soro) ou caseína em pó. Destes, o leite em 

pó desnatado é o sólido mais empregado na fabricação de iogurtes, uma vez que 

melhora a viscosidade, textura e a sensação bucal do iogurte, além de reduzir a 

sinérese (TAMIME e DEETH, 1980). 

A concentração de leite em pó adicionada ao iogurte pode variar entre 1 e 6%, 

sendo recomendado entre 3 e 4%, já que a adição de elevados níveis pode resultar em 

sabor de pó no iogurte. Em geral, os pós devem ser livres de agentes inibidores, 

possuírem elevada qualidade microbiológica e cumprirem os padrões físico-químicos. 

Os processos de concentração por evaporação a vácuo ou por filtração em membranas 
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são outras formas empregadas na etapa de padronização do teor de sólidos do leite 

(TAMIME e DEETH, 1980). 

O leite é submetido à homogeneização para prevenir a separação da gordura 

durante o repouso (especialmente nos tanques de fermentação durante o período de 

incubação). Na homogeneização, o leite é forçado a passar por um pequeno orifício sob 

alta pressão, assim há redução do diâmetro dos glóbulos de gordura para tamanhos 

menores que 2 �m, prevenindo a formação de clusters e a separação de gordura 

(AFONSO e MAIA, 1999). 

O tratamento térmico empregado ao leite para a produção de iogurte pode ser 

realizado em diferentes temperaturas e a escolha do binômio tempo-temperatura é 

baseada em vários fatores. Além de eliminar patógenos e outros micro-organismos 

indesejáveis, o tratamento térmico pode alterar as propriedades físico-químicas dos 

constituintes do leite, as quais são relevantes na produção do iogurte (TAMIME e 

ROBINSON, 1999).  

Segundo Lucey et al. (1998), o gel obtido de leite não aquecido pode ter grande 

rearranjo de partículas durante sua formação, resultando na formação de clusters 

densos de agregados de caseína, e na formação de um gel fraco com propensão à 

sinérese. Por outro lado, o tratamento térmico mais intenso (85°C/20 minutos ou 95°C/5 

minutos) aumenta as propriedades hidrofílicas do coágulo e a estabilidade do gel do 

iogurte devido à desnaturação das proteínas do soro, especialmente β-lactoglobulina, e 

sua associação com k-caseína através de pontes dissulfito.  

De acordo com Tamime e Robinson (1999), durante a produção de iogurte, o 

leite tratado termicamente é resfriado à temperatura de incubação das culturas lácticas 

(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), e 

geralmente, o leite é fermentado entre 40 e 45°C, q ue é a temperatura ótima para o 

crescimento da cultura mista. 

Alguns dos fatores que influenciam na proporção de Streptococcus thermophilus 

e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ao final do processo fermentativo, segundo 
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Walstra et al. (2006) são: temperatura de incubação, que sendo maior ou menor que 

45°C favorece, respectivamente, L. bulgaricus e S. thermophilus; tempo de incubação, 

sendo que longo favorece L. bulgaricus e curto é favorável ao S. thermophilus; e 

porcentagem de inóculo, que maior estimula L. bulgaricus, enquanto que menor 

estimula S. thermophilus. 

A lactose no leite é fonte de energia para as culturas lácticas, mas as proteínas 

desempenham importante papel na formação do coágulo e, portanto, a 

consistência/viscosidade do produto é diretamente proporcional ao nível de proteína 

presente, além de depender do manuseio do coágulo após a fermentação do leite 

(TAMIME e ROBINSON, 1999). 

Após a coagulação do leite, deve-se resfriar o produto com o objetivo de 

controlar a atividade metabólica das culturas lácticas e suas enzimas. O resfriamento do 

coágulo se inicia logo após o produto ter atingido acidez desejável, que ocorre 

aproximadamente em pH 4,6 ou 0,9% de ácido láctico. A temperatura do coágulo deve 

diminuir de aproximadamente 45°C para menos que 10° C o mais rápido possível para 

controlar a acidez final do produto (TAMIME e DEETH, 1980). 

Apesar do resfriamento, o iogurte pode sofrer pós-acidificação, a qual é 

caracterizada pelo decréscimo do pH durante o armazenamento refrigerado. A pós-

acidificação pode causar uma substancial perda de viabilidade dos micro-organismos 

probióticos, uma vez que em pH menor que 4,4 estes não se desenvolvem bem e uma 

redução da população normalmente é observada. Além da pós-acidificação, outros 

fatores como concentração de açúcares e toxicidade do oxigênio também podem afetar 

a viabilidade de probióticos durante a estocagem refrigerada do produto (SHAH, 2000; 

VASILJEVIC e SHAH, 2008). 

3.2. Micro-organismos Probióticos 

Nas últimas décadas a busca por alimentos funcionais aumentou 

consideravelmente, uma vez que os alimentos passaram a ser vistos não somente 

como uma fonte de nutrientes, mas também como um promotor de bem estar e saúde, 
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devido à redução do risco de doenças (ROBERFROID, 2000; SIRÓ et al., 2008). Dentro 

deste contexto, os probióticos têm sido amplamente estudados para sua aplicação em 

alimentos, devido a inúmeras atribuições em relação aos seus benefícios à saúde. 

Os probióticos são descritos como micro-organismos vivos, que quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro 

(FAO/WHO, 2001).  

Os benefícios à saúde atribuídos à ingestão dos probióticos têm sido 

evidenciados em inúmeros estudos para sua aplicação em humanos, como a redução 

da intolerância à lactose, redução dos níveis de colesterol, estimulação do sistema 

imune, alívio da constipação, aumento da absorção de minerais, efeitos anti-

mutagênicos, anti-carcinogênicos e anti-hipertensivos (CHARTERIS et al., 1998a; 

KAILASAPATHY e CHIN, 2000; TUOHY et al., 2003; VASILJEVIC e SHAH, 2008).  

As alegações funcionais atribuídas aos probióticos têm gerado grande interesse 

das indústrias, uma vez que representam um forte nicho entre os alimentos funcionais, 

e muitas pesquisas estão sendo desenvolvidas com o objetivo de incorporar estes 

micro-organismos aos alimentos (STANTON et al., 2001).  

Diversos micro-organismos podem ser considerados potencialmente probióticos, 

sendo aplicadas comercialmente diversas espécies de bactérias ácido-lácticas, como 

Lactobacillus sp., além de linhagens do gênero Bifidobacterium (VASILJEVIC e SHAH, 

2008; O’SULLIVAN, 2006). A principal razão para esta escolha é o fato destes gêneros 

serem habitantes predominantes do intestino humano, sendo Bifidobacterium do 

intestino grosso e Lactobacillus do intestino delgado.  

Bactérias do gênero Bifidobacterium de forma geral são bastonetes podendo 

apresentar uma bifurcação em sua extremidade, Gram positivas, anaeróbias, catalase 

negativas, não esporulam, não apresentam motilidade e, apresentam uma via 

metabólica especial, permitindo-lhes produzir ácido acético, além de ácido láctico na 

proporção molar de 3:2 (BALLONGUE, 2004; VASILJEVIC e SHAH, 2008). Possuem 
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temperatura de crescimento entre 20°C e 46°C, com v alores ótimos entre 37ºC e 41ºC, 

e o pH ótimo está situado na faixa de 6,5 a 7,0 (ARUNACHALAM, 1999). 

O gênero Lactobacillus contém grande número de espécies com propriedades 

bioquímicas e fisiológicas variadas, capazes de crescer em temperaturas que variam de 

2ºC a 53ºC, com valores ótimos, geralmente, de 30ºC a 40ºC, e pH ótimo entre 5,5 e 

6,2 (KANDLER e WEISS, 1986). Destes micro-organismos, o L. acidophilus é o mais 

utilizado e estudado como probiótico nos últimos anos (O’SULLIVAN, 2006). Algumas 

linhagens de L. acidophilus podem melhorar o valor nutricional dos produtos aos quais 

forem adicionados por serem capazes de sintetizar ácido fólico, niacina, riboflavina e 

vitamina K (GOMES e MALCATA, 1999).  

Estudos sugerem que a ingestão de uma dose diária de 108 a 1010 UFC de 

micro-organismos probióticos, o que representa o consumo de 100 g do alimento 

contendo no mínimo 106 UFC/g, é necessária para que esses possam desempenhar 

seu efeito probiótico (FULLER, 1989; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002, REID et al., 

2003).  

 Heller (2001) relata que para exercerem o efeito probiótico, os micro-organismos 

adicionados em produtos comercializados devem atender alguns requisitos, incluindo a 

sua sobrevivência, atividade e estabilidade durante o armazenamento sem afetar o 

sabor, aroma e textura dos produtos aos quais forem adicionados. Além destes 

requisitos tecnológicos, os de segurança e funcionalidades destes micro-organismos 

devem ser avaliados no processo de seleção para sua aplicação do uso em humanos 

(SAARELA et al., 2000).  Dentre os requisitos de segurança, o probiótico não deve ser 

patogênico ou apresentar toxicidade, resistir a antimicrobianos e sua origem, deve ser o 

trato gastrointestinal de humanos saudáveis (FULLER, 1989; KAILASAPATHY e CHIN, 

2000; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).  

A capacidade de aderir à mucosa intestinal, atividade antagonista, produção de 

substâncias antimicrobianas e a resistência ao suco gástrico e aos sais biliares são 

algumas características avaliadas durante a seleção dos micro-organismos (SAARELA 

et al., 2000). 
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A tolerância às condições ácidas do estômago e aos sais biliares são os 

principais requisitos de funcionalidade a serem avaliados, uma vez que o ambiente 

intestinal age como uma barreira física a esses micro-organismos, ocasionando perda 

significativa na viabilidade (KAILASAPATHY, 2002). 

Na área de laticínios, a produção de iogurtes e leites fermentados funcionais 

possui grande aceitação pelo público em geral e apresentam excelente valor nutritivo, 

além de serem veículos em potencial para o consumo de probióticos (ANTUNES et al., 

2007). 

3.3. Iogurte Probiótico 

O iogurte probiótico, conhecido também como bio-iogurte, é o produto ao qual 

incorporam-se micro-organismos probióticos, os quais devem permanecer viáveis em 

concentração mínima de 106 UFC/g até o final da vida de prateleira do produto (SHAH, 

2000; AKALIN et al., 2007). 

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) o 

“Regulamento Técnico de Substâncias Bioativas e Probióticos, Isolados com Alegação 

de Propriedades Funcionais e ou de Saúde” da Resolução nº 2 de 7 de janeiro de 2002, 

regulamenta que a quantidade do probiótico em unidades formadoras de colônia (UFC), 

contida na recomendação diária do produto pronto para consumo, deve ser declarada 

no rótulo, próximo à alegação. Na rotulagem dos produtos deve constar uma alegação 

indicando que “O (indicar a espécie do micro-organismo probiótico) contribui para o 

equilíbrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentação 

equilibrada e hábitos de vida saudáveis” (BRASIL, 2002). De acordo com o mesmo 

regulamento, 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, sendo que valores menores podem ser aceitos, 

desde que a empresa comprove sua eficácia. No caso do iogurte, a resolução RDC nº 

359 da ANVISA, de 23 de dezembro de 2003 estabelece que a porção recomendada 

para leites fermentados e iogurtes é de 200 g ou mL (BRASIL, 2003). 
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A viabilidade da incorporação de bactérias probióticas em iogurte depende de 

uma série de fatores intrínsecos e extrínsecos, entre eles as cepas utilizadas, 

interações entre as espécies presentes, condições da cultura, composição química do 

meio de fermentação, acidez final do produto, teor de sólidos no leite, disponibilidade de 

nutrientes, presença de promotores e inibidores de crescimento, concentração de 

açúcar, oxigênio dissolvido, nível e temperatura de inoculação, tempo de fermentação e 

temperatura de estocagem (KAILASAPATHY e RYBKA, 1997; SHAH, 2000). 

Leites fermentados e iogurtes adicionados de micro-organismos probióticos 

comercializados no mercado brasileiro têm sido avaliados por alguns pesquisadores. 

Barreto et al. (2003) avaliaram a presença de L. acidophilus e Bifidobacterium sp. em 

produtos comerciais nos quais os micro-organismos eram declarados no rótulo. Os 

autores encontraram contagens abaixo de 105
 UFC/mL em grande parte das amostras 

analisadas. Botelho (2005) comparou as informações dos rótulos de leites fermentados 

probióticos em relação à presença dos micro-organismos e observou que nem todas as 

espécies declaradas eram encontradas nos produtos, particularmente L. acidophilus e 

B. bifidum. 

Algumas características do iogurte contribuem para a perda de viabilidade celular 

dos probióticos como o acúmulo de ácidos orgânicos resultante do crescimento e 

fermentação dos micro-organismos da cultura do iogurte e o decréscimo do pH durante 

o armazenamento do produto (pós-acidificação) (HOOD e ZOTTOLA, 1988; SHAH e 

JELEN, 1990; SHAH, 2000; SHAH e RAVULA, 2000). 

Donkor et al. (2006), estudaram o efeito de diferentes pHs de iogurte na atividade 

de bactérias probióticas durante armazenamento refrigerado. Lactobacillus acidophilus, 

Bifidobacterium lactis e Lactobacillus paracasei foram inoculados juntamente com a 

cultura tradicional de iogurte. Ao atingir temperatura de 42ºC, o iogurte foi dividido em 4 

porções e fermentados até alcançarem pH de 4,45; 4,50; 4,55 e 4,60, respectivamente. 

O iogurte controle foi produzido somente com adição de cultura tradicional constituída 

de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus. Os 

iogurtes foram armazenados a 4ºC por 28 dias. A viabilidade do L. bulgaricus aumentou 
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significativamente na presença de micro-organismos probióticos, obtendo contagens em 

torno de 8 log UFC/g ao final de 28 dias de armazenamento refrigerado. L. acidophilus 

tolerou condições ácidas melhor que os outros dois micro-organismos probióticos, tendo 

se observado um declínio seguido de recuperação dos micro-organismos, que 

apresentou contagens de 8 log UFC/g ao final do armazenamento. As contagens de B. 

lactis não apresentaram diferença significativa até o 21º dia de armazenamento, porém, 

após 28 dias observou-se um decréscimo de 83% nas contagens de B. lactis, que foi 

acompanhando do decréscimo de pH. Desta forma, os resultados indicaram que o 

menor pH pode ter sido um fator crucial para a sobrevivência desse micro-organismo. O 

L. paracasei apresentou contagens constantes nos diversos pHs avaliados durante o 

armazenamento refrigerado, variando de 7,38 log UFC/g até 7,80 log UFC/g.  

3.4. Tolerância às condições gastrointestinais 

A principal barreira dos micro-organismos probióticos após sua ingestão é o trato 

gastrointestinal (TGI), onde estes devem resistir ao suco gástrico, à bile e à secreção 

pancreática mantendo-se viáveis para colonizar o intestino e promover seu efeito 

benéfico (DEL PIANO et al., 2006a). 

 Os gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium apresentam algumas estirpes 

sensíveis ao ácido e sais biliares, características que representam um desafio à 

indústria para a utilização dessas bactérias (CHARTERIS et al., 1998b; HANSEN et al., 

2002). O pH do suco gástrico puro varia de 1,3 a 2,5, mas a capacidade tampão dos 

alimentos quando ingeridos pode elevar temporariamente o pH para 4,5 a 5,3 (KONG e 

SINGH, 2008). 

O suco gástrico é o maior obstáculo para os probióticos, sendo os principais 

componentes da secreção gástrica, o ácido clorídrico (HCl) e a pepsina. O baixo pH do 

estômago e a ação antimicrobiana da pepsina representam uma barreira eficaz à 

entrada de bactérias no trato intestinal (KONG e SINGH, 2008). Os sais biliares e a 

pancreatina também são um obstáculo para os micro-organismos, sendo responsáveis 

por mais de 35% da perda de sua viabilidade (DEL PIANO et al., 2006 a).  
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Nas avaliações in vitro da tolerância gastrointestinal tais como pH, concentração 

de bile, concentração inicial de micro-organismos e composição do fluido gástrico, há 

uma grande variação nas faixas estudadas para diferentes estirpes de lactobacilos e 

bifidobactérias. O pH  apresenta uma variação de 1,0 a 5,0 (PARK et al., 2006; 

OLIVEIRA et al., 2007), a concentração de sais biliares de 0,3% a 5,0% (PARK et al., 

2006; CHAMPAGNE e GARDNER, 2008; PIMENTEL-GONZÁLEZ et al., 2009) e a 

concentração de pancreatina de 0,195% a 0,45% (PICOT e LACROIX, 2004; ANNAN et 

al., 2008), sendo que as variações observadas fornecem uma previsão da quantidade 

de células viáveis presentes no intestino após a ingestão, mas dificulta a comparação 

de estudos para diferentes estirpes.  

Hansen et al. (2002) avaliaram a capacidade de sobrevivência de quatro estirpes 

de bifidobactérias em baixos valores de pH (1,0 a 3,0) e tolerância à bile (0,5% e 1%). 

Neste estudo os autores observaram que as estirpes apresentaram uma boa tolerância 

às diferentes concentrações de bile e que o pH afetou a viabilidade das estirpes de 

bifidobactérias. O pH 3,0 foi o menos prejudicial à sobrevivência das bactérias bífidas 

quando comparado com o pH controle (pH 6,0). O pH 1,0 foi o mais drástico, sendo que 

os micro-organismos que apresentavam uma contagem entre 106 e 108 UFC/mL, após 

30 minutos de contato apresentaram uma contagem menor que 10 UFC/mL. 

L. casei NCDC-298 apresentou redução de 4 ciclos logarítmicos após 3 horas de 

exposição em pH 1,5 e na presença de 2% de sais biliares (MANDAL et al., 2006). B. 

animalis subsp. lactis Bb-12 também teve sua viabilidade afetada quando submetido às 

condições que simulam a passagem pelo TGI, com redução de 3,6 ciclos logarítmicos 

na sua população (LISERRE et al., 2007).  

A resistência aos sais biliares foi avaliada utilizando-se bile humana e sais 

biliares bovino na concentração de 0,3%. As estirpes de L. plantarum apresentaram 

maior sensibilidade à bile humana (42-83%) do que aos sais biliares bovino (5-48%) 

(DEL PIANO et al., 2006b). 

Estudos indicam que elevada população viável de bactéria probiótica em 

produtos alimentícios no momento do consumo não garante a mesma sobrevivência 
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depois da chegada das células ao intestino. O baixo pH do estômago, juntamente com 

a presença de sais biliares no intestino delgado, são as principais razões para um 

declínio drástico na viabilidade das células (MORTAZAVIAN e SOHRABVANDI, 2006). 

A perda da viabilidade dos micro-organismos probióticos durante a passagem 

pelo trato gastrointestinal tem levado a busca por novas estratégias para a manutenção 

da viabilidade, dentre elas, a seleção de estirpes resistentes; a adição de prebióticos 

que atuam estimulando seletivamente a atividade de algumas bactérias do cólon; e a 

utilização de tecnologias, como a microencapsulação, que tem sido sugerido como um 

método promissor para a proteção dos probióticos (VASILJEVIC e SHAH, 2008). 

3.5. Microencapsulação 

O conceito de microencapsulação tem sua origem na idealização do modelo 

celular, no qual o núcleo é envolvido por uma membrana semipermeável que o protege 

do meio externo e ao mesmo tempo controla a entrada e a saída de substâncias na 

célula (JIZOMOTO et al., 1993). Na prática, o material de parede envolve um recheio, 

com o objetivo de protegê-lo das condições adversas do meio, tais como luz, umidade, 

oxigênio e interações com outros compostos, estabilizando o produto, e, 

consequentemente, aumentando sua vida útil (SHAHIDI e HAN, 1993). O material 

coberto ou encapsulado é conhecido como ativo, material de recheio, fase interna, fill ou 

payload e o material de cobertura pode ser chamado de cápsula, material de parede, 

membrana, carregador ou casca (GIBBS et al., 1999). 

 O tamanho das microcápsulas pode variar de alguns micrômetros até vários 

milímetros, sendo normalmente entre 0,2 e 500 �m. A forma das microcápsulas é 

bastante variável em função do método e agente encapsulante utilizado para prepará-

las (JACKSON e LEE, 1991). Esses fatores podem ser alterados para atender 

características de composição, mecanismo de liberação, tamanho de partícula, 

morfologia e custo, referentes à aplicação específica das microcápsulas (DESAI e 

PARK, 2005). 
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A liberação do material ativo microencapsulado varia de acordo com a natureza 

do agente encapsulante, e pode ocorrer por mecanismos de variação de temperatura e 

de pH, ruptura mecânica, dissolução em solventes, ação de força osmótica, ação de 

enzimas, por difusão e permeabilidade seletiva (BRANNON-PEPPAS, 1993; 

REINECCIUS, 1995; GOUIN, 2004). 

De acordo com Jackson e Lee (1991), a escolha do agente encapsulante 

depende de uma série de fatores, entre eles a não reatividade com o material a ser 

encapsulado, o processo utilizado para a formação da microcápsula e o mecanismo de 

liberação ideal. Muitos materiais podem ser utilizados para a cobertura das 

microcápsulas, como as gomas (goma arábica, ágar, alginato e carragena); os 

carboidratos (amido, amidos modificados, dextrinas e sacarose); as celuloses 

(carboximetilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose); os lipídios (parafina, mono e 

diacilgliceróis, óleos e gorduras); os materiais inorgânicos (sulfato de cálcio e silicatos); 

e as proteínas (do glúten, caseína, gelatina e albumina). 

O alginato é o polissacarídeo mais utilizado como material encapsulante nas 

técnicas de extrusão e emulsão, visto que esse não é tóxico, apresenta um baixo custo 

e forma facilmente uma matriz ao redor das células. No entanto, uma desvantagem 

desse polissacarídeo é a formação de poros na superfície das cápsulas, tornando-as 

sensíveis as condições ácidas do meio (MORTAZAVIAN et al., 2007). Para suprir esse 

problema, alguns pesquisadores têm recoberto as cápsulas e usado uma combinação 

desse polissacarídeo com outros compostos poliméricos, a fim de garantir um maior 

efeito protetor aos micro-organismos (KRASAEKOOPT et al., 2004; GBASSI et al., 

2009; CHÁVARRI et al., 2010).  

Outro polissacarídeo que tem sido utilizado é a pectina que é um polímero 

natural extraído do material péctico de algumas frutas, e encontrado em maior 

quantidade em frutas cítricas e maçãs (BRANDÃO e ANDRADE, 1999). A pectina pode 

ser classificada de acordo com o seu grau de metilação, podendo ser de alto (> 50%) e 

baixo teor de esterificação (< 50% dos grupos carboxílicos esterificados). O grau de 

esterificação é determinado por meio da porcentagem de unidades de ácidos 
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galacturônicos que são metil esterificados (DZIEZAK, 1991; PRATA, 2006). Pectina de 

alto teor de esterificação geleifica por meio da formação de pontes de hidrogênio e 

interações hidrofóbicas na presença de ácidos e açúcares. Já as de baixo teor de 

esterificação, geleificam na presença de cátions divalentes (cálcio), apresentando um 

comportamento similar ao alginato, formando estruturas conhecidas como egg box 

(RALET et al., 2001; PRATA, 2006; FANG et al., 2008). 

Diversas técnicas podem ser utilizadas para microencapsulação de ingredientes 

alimentícios, e a escolha do método depende da aplicação que será dada à 

microcápsula, tamanho, mecanismo de liberação e propriedades físico-químicas, tanto 

do material ativo, quanto do agente encapsulante (JACKSON e LEE, 1991). Os 

métodos utilizados podem ser classificados da seguinte forma (SHAHIDI e HAN, 1993; 

DESAI e PARK, 2005): 

- Métodos Físico-químicos: Coacervação simples e complexa, lipossomas, lipoesferas, 

evaporação de solvente, inclusão molecular; 

- Métodos Químicos: Polimerização interfacial, polimerização in situ;  

- Métodos Físicos: Secagem por atomização (spray drying), atomização a frio (spray 

cooling), gelificação iônica, leito fluidizado, co-cristalização. 

A microencapsulação de probióticos tem sido proposta para diversos produtos 

lácteos fermentados por melhorar a viabilidade dos micro-organismos nos produtos e no 

trato gastrointestinal. Além disso, pode promover o aumento da proteção de células 

contra bacteriófagos no interior das cápsulas e o aumento de sobrevivência dos micro-

organismos durante a liofilização, congelamento e armazenamento (RAO et al., 1989; 

CHAMPAGNE et al., 1992; SHEU e MARSHALL, 1993). Algumas técnicas disponíveis, 

tais como secagem por atomização ou envolvimento lipossômico, podem não ser 

adequadas para a microencapsulação de bactérias probióticas, pois requerem o 

emprego de altas temperaturas ou solventes orgânicos, o que pode ser prejudicial aos 

micro-organismos (LAMBERT et al., 2008).  Por outro lado, a utilização de outras 

técnicas de encapsulação como gelificação iônica e coacervação complexa podem 
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conferir maior proteção aos micro-organismos encapsulados em função das condições 

utilizadas para a produção das micropartículas através dessas técnicas 

(KRASAEKOOPT et al., 2003). 

A gelificação iônica ocorre por ligação de um hidrocolóide com íons, tipicamente 

gelificação de polissacarídeos negativamente carregados mediada por cátions, por 

exemplo, entre alginato, carragena ou pectina com íons como o cálcio (BUREY et al., 

2008). Na coacervação complexa, a formação dos complexos de biopolímeros deve-se 

principalmente às interações eletrostáticas que dependem do grau de ionização dos 

polímeros e, portanto do pH (WEINBRECK et al., 2004). A coacervação depende da 

carga líquida do sistema, sendo consequentemente influenciada pela estequiometria, 

por parâmetros estruturais dos biopolímeros e pelas condições do meio como pH, força 

iônica, temperatura e natureza dos reagentes (PRATA, 2006). 

Kailasapathy (2006) estudou o efeito da incorporação de culturas probióticas 

microencapsuladas através da técnica de emulsão, utilizando como material de parede 

alginato de cálcio e amido e avaliou a sobrevivência dessas culturas em iogurte firme. 

Foram produzidos três iogurtes, sendo um controle sem adição de micro-organismos 

probióticos. L. acidophilus DD910 e B. lactis DD920 foram adicionados tanto na forma 

livre quanto microencapsulada juntamente com a cultura tradicional de iogurte. A 

viabilidade dos micro-organismos probióticos foi estudada durante 7 semanas de 

armazenamento refrigerado (4ºC)  e os resultados mostraram que houve perdas 

significativas no número de células tanto livres quanto encapsuladas. Houve, 

aproximadamente, redução de 4 e 3 ciclos logarítmicos no número de células livres 

para L. acidophilus e B. lactis, respectivamente. Já para ambos os micro-organismos na 

forma encapsulada, houve redução de 2 ciclos logarítmicos nesse mesmo período. Pós-

acidificação mais lenta do iogurte foi observada pelo mesmo autor. Os iogurtes 

produzidos com adição de microcápsulas apresentaram pH maior (pH 4,25) quando 

comparados aos adicionados de micro-organismos probióticos livres (pH 4,21) e o 

iogurte controle sem adição de probiótico (pH 3,95) ao fim de 6 semanas de 

armazenamento refrigerado. 
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Kailasapathy e Sureeta (2004) avaliaram o efeito da microencapsulação de 

micro-organismos probióticos adicionados em iogurte firme sendo que L. acidophilus e 

B. infantis foram encapsulados com alginato de cálcio ou isolado proteico de soro 

através da técnica de gelificação iônica. A avaliação foi realizada através da viabilidade 

dos micro-organismos probióticos após 4 semanas sob armazenamento refrigerado 

(4ºC). Após este período, observou-se redução de 2,7; 1,7 e 2 ciclos logarítmicos para 

L. acidophilus, na forma livre, encapsulado com alginato de cálcio ou com isolado 

proteico de soro, respectivamente. No mesmo período, observou-se redução de 3,7 

ciclos logarítmicos para B. infantis na forma livre e de 2,3 e 2,4 ciclos logarítmicos para 

o micro-organismo encapsulado com alginato de cálcio ou com isolado proteico de soro, 

respectivamente.  

 Sultana et al. (2000) estudaram o efeito da adição de prebióticos e crioprotetores 

na produção de microcápsulas contendo Lactobacillus casei 2603. O amido modificado 

(Hi-Maize, Starch Austrália Ltda) foi adicionado em diferentes concentrações (0,1, 2 e 

4%) ao alginato para microencapsular o micro-organismo através da técnica de 

emulsão. Os resultados obtidos mostraram que a adição de 2% de amido resultou em 

recobrimento de maior número de micro-organismos obtendo contagens de 3,1 x 1011 

UFC/g, quando comparados a nenhuma adição de amido, com contagens de 4 x 108 

UFC/g. Entretanto, a adição de 4% de amido não melhorou a eficiência de 

encapsulação dos micro-organismos. O amido e o alginato tendem a possuir um 

sinergismo durante a gelificação, fornecendo assim uma proteção adicional às células 

microencapsuladas em determinadas concentrações, sendo que o aumento do número 

de bactérias viáveis pode também ser atribuído à ação prebiótica do amido modificado. 

Já, a adição de diferentes concentrações de glicerol (15, 20 e 30%) às microcápsulas 

de alginato de sódio e 2% de amido conferiu proteção ao L. casei durante a liofilização. 

A proteção conferida pelo glicerol apresentou-se mais eficiente conforme o aumento da 

concentração utilizada. Na concentração de 30% de glicerol a contagem de L. casei 

2603 manteve-se constante, na ordem de 1012 UFC/g, antes e depois da liofilização.  

 Os mesmos autores avaliaram a sobrevivência de L. acidophilus 2409 e B. 

infantis 1912 nas formas livre e encapsulada com alginato de sódio, amido e glicerol 
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através da técnica de emulsão, adicionados em iogurte tradicional e armazenados sob 

refrigeração por 8 semanas. Houve um declínio de aproximadamente 1 ciclo logarítmico 

tanto para células livres de L. acidophilus quanto para B. infantis nesse período. E, 

houve um decréscimo de aproximadamente 0,5 ciclo logarítmico nesse mesmo período 

para ambos os micro-organismos encapsulados. Os autores concluíram que o aumento 

nas contagens dos micro-organismos viáveis pode ser atribuído à adição de amido 

modificado, que age como prebiótico. 

Adhikari et al. (2003) produziram iogurte batido com adição de B. longum B6 e B. 

longum ATCC 15708 livres e encapsulados com k-carragena por técnica de emulsão e 

observou 100% de sobrevivência após 30 dias de armazenamento refrigerado para os 

iogurtes com micro-organismos encapsulados. Já, B. longum B6 e B. longum ATCC 

15708 adicionados ao iogurte na forma livre obtiveram sobrevivência de 10,7% e 8,2%, 

respectivamente. 

Brinques e Ayub (2011) avaliaram a viabilidade de L. plantarum BL011 livre e 

encapsulado durante o armazenamento refrigerado. A técnica de emulsão foi utilizada 

na encapsulação do micro-organismo probiótico aplicando-se diferentes materiais de 

parede e de recobrimento. Avaliou-se a sobrevivência de L. plantarum BL011 após 38 

dias de armazenamento refrigerado e observou-se que houve menor perda de 

viabilidade do micro-organismo quando encapsulado com pectina ou alginato recoberto 

com quitosana dentre os diferentes materiais testados. Dentre essas condições que 

apresentaram melhor viabilidade do micro-organismo, a microcápsula produzida com 

alginato recoberta com quitosana foi aplicada na produção de iogurte e avaliada durante 

38 dias de armazenamento refrigerado do produto, indicando que a microencapsulação 

conferiu proteção ao micro-organismo. Outra variável estudada foi a viabilidade do 

micro-organismo livre e encapsulado com diferentes materiais após simulação das 

condições gastrointestinais. Os resultados mostraram que após exposição ao suco 

gástrico artificial, houve uma redução drástica dos micro-organismos em todas as 

condições testadas, observando-se porém que não houve diferença significativa entre 

os tratamentos.  
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A exposição em pH 2,0 por 3 horas de L. acidophilus CSCC 2400, livre e 

microencapsulado em alginato de cálcio por técnica de gelificação iônica, apresentou 

redução de 5 e 3 ciclos logarítmicos da sua população, respectivamente 

(CHANDRAMOULI et al., 2004). Fávaro-Trindade e Grosso (2000) também observaram 

que a microencapsulação de L. acidophilus La-05 e B. lactis Bb-12 em alginato de sódio 

por gelificação iônica conferiu proteção aos micro-organismos, os quais não 

apresentaram redução significativa na população quando submetidos em pH 2,0 por 3 

horas. Entretanto, no pH 1,0, ambos os micro-organismos, livres ou encapsulados, 

foram dizimados após 1 hora de exposição.  

 Os resultados dos diversos estudos discutidos indicam que a microencapsulação 

pode proteger os micro-organismos probióticos de condições adversas, mantendo maior 

estabilidade durante o armazenamento e na passagem pelo trato gastrointestinal 

quando comparados aos micro-organismos não encapsulados (KRASAEKOOPT et al., 

2003). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho foi realizado em duas etapas: na primeira foi feita a produção e 

caracterização das microcápsulas contendo Lactobacillus acidophilus e na segunda foi 

realizada a aplicação do micro-organismo probiótico, tanto na forma livre quanto 

encapsulada, ao iogurte batido. 

4.1. Material 

•  Leite integral homogeneizado e esterilizado (Shefa) 

•  Leite em pó desnatado instantâneo MOLICO (Nestlé) 

•  Cultura láctica mista de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus YF-L812 (Christian Hansen, Valinhos, Brasil) 

•  Cultura probiótica Lactobacillus acidophillus La-5 (Christian Hansen, Valinhos, 

Brasil) 

•  Pectina de baixo grau de metoxilação amidada (grau de esterificação entre 32 e 

38% e grau de amidação entre 12 e 18%) (CPKelco, Limeira, Brasil)  

•  Concentrado proteico de soro (CPS – 77% proteína) (Arla Foods Ingredients, 

Dinamarca) 

•  Manteiga comercial comum sem sal (Marca Aviação) 

Os produtos foram adquiridos do mesmo lote de produção em quantidade suficiente 

para a realização de todos os experimentos, sem variação da matéria prima.   

4.2. Métodos 

4.2.1. Preparo da cultura láctica tradicional 

A cultura láctica mista de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus, liofilizada (DVS 50U) foi utilizada para a fermentação do leite e 

obtenção dos iogurtes. Em função do pequeno volume de leite utilizado para cada 

processamento (9 litros) e, consequentemente, da pequena quantidade de cultura 

necessária para a coagulação, optou-se por ativar a cultura preparando-se uma cultura 
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mãe para fabricação do iogurte. A cultura foi ativada, segundo proporção recomendada 

pelo fabricante, em leite esterilizado desnatado reconstituído a 11% de sólidos totais e 

incubada a 45ºC até coagulação, por aproximadamente 3 horas. Em seguida, a cultura 

foi mantida sob refrigeração e utilizada para a produção do iogurte. Para cada repetição 

do experimento foi preparada uma nova cultura seguindo-se o mesmo procedimento.  

4.2.2. Manutenção e preparo da cultura probiótica 

 A cultura probiótica utilizada para a produção do iogurte e microcápsulas foi uma 

cultura comercial liofilizada de L. acidophilus La-5. O envelope completo da cultura foi 

reidratado em leite esterilizado desnatado reconstituído a 11% de sólidos totais, 

adicionado de um crioprotetor (glicerol 10%), distribuído em microtubos tipo eppendorf e 

armazenado sob congelamento (-18 °C) até sua utiliz ação. 

Para a obtenção da suspensão de células de L. acidophilus La-5 retirou-se 

aleatoriamente uma amostra congelada e a cultura foi repicada (1% v/v) três vezes 

consecutivas em caldo MRS (Oxoid), tendo sido incubada a 37ºC por 15 horas. Após o 

desenvolvimento do micro-organismo, a cultura foi transferida para tubos de centrífuga 

de polipropileno, com tampas rosqueáveis, previamente esterilizados. Seguiu-se então 

a centrifugação (Centrífuga Sorvall Instruments RC5C – DUPONT) a 7000 rpm  por 10 

minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o concentrado de células foi 

ressuspendido em água peptonada 0,1% (p/v) para a lavagem das células, seguindo-se 

nova centrifugação nas mesmas condições. Após a lavagem das células, estas foram 

ressupendidas em água peptonada 0,1% (p/v). A contagem de células foi determinada 

por meio de plaqueamento em profundidade em placas de Petri utilizando-se ágar MRS 

(DE MAN et al., 1960). As placas foram incubadas a 37ºC por 72 horas em jarra 

anaeróbia, utilizando-se gerador de anaerobiose Anaerogen (Oxoid). A suspensão de 

células foi utilizada subsequentemente na produção do iogurte com micro-organismo 

livre e na produção das microcápsulas. 
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4.2.3. Produção das microcápsulas 

O micro-organismo probiótico foi microencapsulado combinando-se as técnicas 

de gelificação iônica e coacervação complexa conforme descrito por Gigante et al. 

(2010). Utilizou-se pectina de baixo grau de metoxilação amidada e concentrado 

proteico de soro (CPS) como materiais de parede. A solução de pectina passou por um 

pré-filtro microbiológico (AP20 04700 - 0,8 a 8µm - Millipore) e a solução de 

concentrado proteico de soro foi submetida a um tratamento térmico em banho-maria 

de 80ºC por 15 minutos sob agitação constante. Após o preparo da solução de pectina 

e de CPS ajustou-se o pH para 4,0. Todos os materiais de laboratório utilizados para a 

produção das microcápsulas foram previamente esterilizados (121°C/15 minutos) e a 

produção foi realizada em ambiente asséptico. 

As microcápsulas foram produzidas pela mistura de uma solução de 1500 mL de 

pectina (2% p/v) em pH 4 e manteiga (2% p/v) que foram submetidas a agitação em 

ultraturrax (IKA, Works do Brasil) a 14000 rpm/3min para formar uma emulsão, 

conforme fluxograma geral de produção apresentado na Figura 1. Em seguida, 

adicionou-se o concentrado de células de L. acidophilus contendo aproximadamente 

1010 UFC/mL, agitando novamente em ultraturrax (6000rpm/1min) para incorporação 

desse concentrado de células à emulsão. 

 A emulsão obtida foi aspergida em uma solução de cloreto de cálcio (2% p/v) em 

pH 4,0 sob agitação magnética (410 rpm) através de um bico atomizador duplo fluido 

(diâmetro de 1 mm), com auxílio de uma bomba peristáltica com pressão de ar de 0,15 

kgf/cm2. As microcápsulas foram mantidas sob agitação constante por 30 minutos na 

solução de CaCl2 para completa gelificação. Após esse período, as microcápsulas 

foram removidas, lavadas com água deionizada pH 4,0 em peneira (diâmetro da 

abertura de 125µm) e colocadas em solução de CPS (4% p/v) em pH 4,0. As 

microcápsulas foram mantidas nessa solução por 30 minutos para ocorrer a 

coacervação. Em seguida, foram transferidas para uma peneira e lavadas novamente 

com água deionizada pH 4,0.  
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As microcápsulas obtidas foram submetidas a dois tratamentos: mantidas sob 

refrigeração (temperatura < 10ºC) ou secas por liofilização.  Para a obtenção de 

microcápsulas secas, essas foram congeladas em freezer a -80ºC e, em seguida, foram 

submetidas ao processo de liofilização (liofilizador Edwards Pirani 501) por 

aproximadamente 48 horas, nas seguintes condições operacionais: temperatura do 

condensador -60 ºC, pressão 10-1 mbar e temperatura final de 25ºC. 

Após a secagem, as microcápsulas liofilizadas foram armazenadas a -18ºC até o 

momento de utilização. Após a produção das microcápsulas, realizou-se a 

caracterização física, química e microbiológica das partículas.   

 

 
Figura 1. Fluxograma geral da produção de microcápsulas. 
 
 
 
 
 

Solução de pectina (2% p/v) e manteiga (2% p/v), pH 4,0  

Concentrado de células (1010 UFC/mL) 
de L. acidophilus La-5  

Agitação em ultraturrax ( 6000rpm/ 1min)  

Aspersão em solução de CaCl2 (2% p/v) , pH 4,0 

Agitação em ultraturrax (14000rpm/ 3min) 

Formação das microcápsulas por gelificação iônica   

Recobrimento das microcápsulas em solução de CPS 4% em pH 4,0 

Microcápsulas obtidas por gelificação iônica  
recobertas com  CPS por coacervação complexa  

Microcápsulas úmidas Microcápsulas secas  

Congelamento -80°C  

Liofilização  



 25 

4.2.3.1. Caracterização das microcápsulas 

As microcápsulas foram caracterizadas quanto à umidade, conteúdo de proteína, 

diâmetro médio, distribuição de tamanho, morfologia e microestrutura. A umidade foi 

determinada por secagem em estufa a 105ºC overnight (AOAC, 1995). A proteína foi 

determinada pelo método de Kjeldahl, utilizando como fator de correção 6,38 (AOAC, 

1995). A avaliação do diâmetro médio e distribuição de tamanho foram realizadas 

utilizando o analisador de tamanho de partículas Mastersizer 2000 (Malvern Instruments 

Ltda). A morfologia foi observada em microscópio óptico (Jenaval) utilizando objetiva de 

25x e optovar de 1,25x com captação de imagens por câmera digital. Para a avaliação 

da microestrutura, a amostra liofilizada foi colocada em almofariz e adicionada de 

nitrogênio líquido, sendo posteriormente quebrada com pistilo. Em seguida, a amostra 

foi pulverizada sobre a fita adesiva condutora (cobre) já previamente fixada em stubs de 

alumínio (1 cm x 1 cm), recoberta com ouro por meio de um evaporador Baltzer 

(BaltecSCD50, Áustria) e avaliada em microscópio eletrônico de varredura (Scanning 

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

4.2.3.2. Avaliação da viabilidade de Lactobacillus acidophilus microencapsulado 

A viabilidade dos micro-organismos microencapsulados foi determinada por meio 

da contagem de células viáveis. Inicialmente as microcápsulas foram rompidas com 

citrato de sódio (2% p/v) em pH 7,0 sob vigorosa agitação para promover o rompimento 

das mesmas e liberação dos micro-organismos. Em seguida, foram realizadas diluições 

sucessivas em água peptonada (0,1% p/v), e plaqueamento em profundidade em 

placas de Petri utilizando ágar MRS. As placas foram incubadas a 37ºC por 72 horas 

em jarra anaeróbia, utilizando-se gerador de anaerobiose Anaerogen (Oxoid), com 

posterior contagem da população de micro-organismos probióticos. 

4.2.4. Aplicação de Lactobacillus acidophillus livre e microencapsulado na 

produção de iogurte batido 

A produção do iogurte batido contendo o micro-organismo probiótico livre e 

microencapsulado foi realizada conforme o procedimento tradicional de fabricação 
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(Figura 2). Foram realizadas três repetições dos processamentos. O micro-organismo 

probiótico foi adicionado ao leite juntamente com a cultura láctica tradicional para 

fabricação de iogurte antes da fermentação. As microcápsulas mantidas sob 

refrigeração (temperatura < 10°C) foram utilizadas no dia seguinte à sua produção para 

fabricação de iogurte com microcápsulas úmidas. As microcápsulas secas foram 

reidratadas em água peptonada 0,1% (p/v) em pH 4,0 por 12 horas. Posteriormente, 

essas foram filtradas para a remoção do excesso de água e utilizadas na fabricação do 

iogurte, considerando o produto fabricado com microcápsulas liofilizadas.  

Para cada processamento de fabricação do iogurte, leite homogeneizado 

esterilizado (9 litros) foi padronizado (13% sólidos totais) por meio da adição de leite em 

pó desnatado. A mistura foi submetida ao tratamento térmico (85ºC/ 5 minutos), 

resfriada a 42ºC e dividida em três porções, as quais foram adicionadas de 2,5% (v/v) 

da cultura láctica tradicional para fabricação de iogurte, constituída de Streptococcus 

thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e submetidas aos seguintes 

tratamentos: 1) adição de 1% (v/v) de L. acidophilus livre; 2) adição de 10% (p/v) de 

microcápsulas úmidas contendo L. acidophilus e 3) adição de 13% (p/v) de 

microcápsulas liofilizadas reidratadas contendo L. acidophilus.  

As amostras submetidas a esses tratamentos foram colocadas em recipientes de 

aço inoxidável (3 litros) e levadas ao banho-maria (42 ± 1ºC) para fermentação. Uma 

pequena porção foi distribuída em tubos de rosca (50 mL), os quais foram incubados 

em banho-maria a 42 ± 1ºC. Para avaliação do tempo de fermentação, amostras foram 

retiradas a cada 20 minutos, resfriadas em banho de gelo e utilizadas para avaliação do 

pH e acidez titulável. O tempo de fermentação dos iogurtes foi considerado o 

necessário para que o produto atingisse pH 4,8 ± 0,05. Ao final da fermentação, os 

iogurtes foram retirados do banho-maria, resfriados em banho de gelo até a 

temperatura 10ºC e armazenados em câmara fria por 24 horas. Após esse período, os 

iogurtes foram batidos lentamente, com o auxilio de um agitador de inox perfurado, e 

acondicionados em copos de 200 mL que foram selados com tampa de alumínio termo-

soldável e armazenados em câmara fria (5ºC). O batimento foi feito manualmente e foi 

padronizado para todos os processamentos e amostras.  
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Figura 2. Fluxograma de fabricação de iogurte (Adaptado de Tamime e Robinson, 1999). 

4.3. Amostragem e indicação das análises realizadas 

Uma amostra representativa do lote de leite homogeneizado esterilizado e os 

iogurtes obtidos de cada processamento foram analisados quanto ao pH, acidez, 

extrato seco total, proteína total, gordura e cinzas. O teor de lactose foi calculado por 

diferença. O leite em pó desnatado utilizado para a padronização dos sólidos totais do 

iogurte foi avaliado quanto ao extrato seco total. As determinações físico-químicas dos 

iogurtes foram realizadas após o batimento e envase. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 

A avaliação da pós-acidificação e viabilidade dos micro-organismos foi realizada 

após 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado. A pós-acidificação foi 

avaliada através do comportamento do pH e acidez titulável das amostras. A contagem 

de micro-organismos viáveis presentes nos iogurtes probióticos foi realizada por meio 
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de contagem seletiva de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus e Lactobacillus acidophilus.  

A avaliação da viabilidade do L. acidophillus no iogurte durante a simulação das 

condições gastrointestinais foi realizada após 35 dias de armazenamento refrigerado. 

Todas as análises microbiológicas foram realizadas em duplicata.  

O cálculo da porcentagem de sobrevivência dos micro-organismos foi realizado à 

partir da população de células viáveis expressas em UFC/g (ADHIKARI et al., 2003; 

MORTAZAVIAN et al., 2008). 

4.4. Determinações analíticas 

4.4.1. Análises físico-químicas 

•  pH: determinado por potenciômetro previamente calibrado, introduzindo o eletrodo 

diretamente nas amostras homogeneizadas.  

•  Acidez titulável: determinada por titulação da amostra com hidróxido de sódio N/9 

em presença do indicador fenolftaleína (AOAC, 1995).  

•  Extrato seco total (EST): determinado por secagem em estufa a 105ºC (AOAC, 

1995). 

•  Proteína total: o nitrogênio total foi determinado pelo método micro-Kjeldahl, sendo 

que a determinação da proteína total foi calculada multiplicando-se a porcentagem 

de nitrogênio total pelo fator de correção igual a 6,38 (AOAC, 1995). 

•  Gordura: determinada gravimetricamente após extração em frascos de Mojonnier 

(AOAC, 1995).  

•  Cinzas: determinado por incineração em forno mufla a 550ºC (AOAC, 1995). 

4.4.2. Análises microbiológicas  

Todo material utilizado foi previamente esterilizado, sendo que as análises 

microbiológicas foram realizadas em câmara de fluxo laminar.   
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Pesou-se 1 g de microcápsulas úmidas e adicionou-se 9 mL de citrato de sódio 

(2% p/v) em pH 7,0 sob vigorosa agitação para liberação do micro-organismo, sendo 

esta considerada a primeira diluição. Para a contagem de L. acidophilus presente nas 

microcápsulas liofilizadas, pesou-se 0,1 g, adicionou-se 10 mL de água peptonada 0,1% 

(p/v) em pH 4,0, hidratando-as por aproximadamente 15 minutos. Em seguida, 

adicionou-se 90 mL de citrato de sódio (2% p/v) em pH 7,0. A mistura foi 

homogeneizada por 15 minutos em velocidade normal em Stomacher 400 (Seward) e 

imediatamente utilizada para a avaliação da viabilidade dos micro-organismos. 

Para o preparo das amostras de iogurte, pesou-se 25 g em saco para Stomacher 

(Seward) e adicionou-se 225 mL de citrato de sódio (2% p/v) pH 7,0. A mistura foi 

homogeneizada por 15 minutos em velocidade normal em Stomacher 400 (Seward) e 

imediatamente utilizada para a avaliação da viabilidade dos micro-organismos. 

Posteriormente, foram realizadas diluições sucessivas em água peptonada 0,1% (p/v) e 

plaqueamento em profundidade em placas de Petri. Utilizou-se solução de citrato de 

sódio como primeira diluição para promover o rompimento das microcápsulas e 

liberação dos micro-organismos. 

A contagem de L. acidophilus livre e microencapsulado foi determinada em ágar 

MRS (Oxoid) adicionado de 0,15% de bile (Sigma). As placas foram incubadas a 37°C 

por 72 horas em anaerobiose, com posterior contagem da população de micro-

organismos probióticos (VINDEROLA e REINHEIMER, 1999).   

A contagem dos micro-organismos da cultura tradicional de iogurte foi realizada 

utilizando-se ágar ST para Streptococcus thermophilus, e as placas foram incubadas a 

30°C por 72 horas em aerobiose (ZACARCHENCO e MASSA GUER-ROIG, 2004). Os 

ingredientes utilizados para o preparo de 1 L de meio ágar ST foram: 10 g de triptona, 

10 g de sacarose, 5 g de extrato de levedura e 2 g de K2HPO4 dissolvidos em 1 L de 

água destilada. O pH foi ajustado para 6,8 ± 0,1 e adicionado 6 mL de bromocresol 

púrpura e 12 g de ágar. Para a contagem de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 

utilizou-se o ágar RCA (Difco) ajustando para pH 5,3 e as placas foram incubadas a 

45°C por 72 horas em anaerobiose (DAVE e SHAH, 1996 ).  
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As placas incubadas em anaerobiose foram acondicionadas em jarras 

anaeróbias, utilizando gerador de anaerobiose Anaerogen (Oxoid). 

 

4.5. Avaliação da viabilidade do Lactobacillus acidophillus no iogurte durante a 

simulação das condições gastrointestinais 

 

4.5.1. Preparo do suco gástrico e solução de bile 

O suco gástrico artificial (SGA) foi preparado a partir de cloreto de potássio 1,12 

g.L-1; cloreto de sódio 2,0 g.L-1; cloreto de cálcio 0,11 g.L-1; hidrogenofosfato de potássio 

0,4 g.L-1 e mucina 3,5 g.L-1, sendo o pH dessa solução ajustado para 3,0 com HCl. Foi 

utilizada uma solução de bile (Bile bovina B3883 – Sigma-Aldrich) na concentração de 

1% e ajustado o pH para 7,0. As soluções de suco gástrico artificial e bile foram 

esterilizadas a 121ºC por 15 minutos, sendo que a pepsina foi adicionada na solução de 

SGA apresentando uma concentração final de 1 mg.mL-1 (MOZZI et al., 2009; 

SULTANA et al., 2000).   

4.5.2. Simulação das condições gastrointestinais 

A metodologia modificada de Wang et al. (2009) foi utilizada na avaliação da 

viabilidade do micro-organismo livre e microencapsulado nos iogurtes durante a 

simulação das condições gastrointestinais. A contagem de células viáveis foi realizada 

em ágar MRS-bile (VINDEROLA e REINHEIMER, 1999). 

Um grama de iogurte foi adicionado em 10 mL de suco gástrico artificial (pH 3,0) 

e incubado a 37ºC sob agitação. A viabilidade foi avaliada nos intervalos de tempo de 0, 

60 e 120 minutos. O pH das amostras foi ajustado para 7,0 após 120 minutos de 

contato com o suco gástrico artificial. Uma solução de pancreatina (1,95 g.L-1) foi 

adicionada e a viabilidade avaliada após 300 minutos para simulação do suco intestinal 

artificial (PICOT e LACROIX, 2004). 

A tolerância à bile foi avaliada na concentração de 1,0%. Um grama de iogurte foi 

adicionado em 10 mL da solução de bile. A amostra foi incubada a 37ºC sob agitação e 
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a viabilidade avaliada nos tempos de 0, 60 e 300 minutos. 

Antes de cada plaqueamento, as amostras de iogurte contendo microcápsulas 

foram diluídas em citrato de sódio (2% p/v) pH 7,0 sob vigorosa agitação para 

rompimento das cápsulas e liberação dos micro-organismos. 

4.6. Delineamento experimental e análise estatística dos dados 

O delineamento experimental utilizado foi o de parcelas subdivididas (Split–plot) 

com três repetições, em um planejamento do tipo fatorial 3 x 6, em blocos 

completamente aleatorizados. O fator principal foram os tratamentos, com 3 níveis de 

variação : (1) iogurte com  L. acidophilus livre; (2) iogurte com microcápsulas úmidas 

contendo L. acidophilus e (3) iogurte com microcápsulas liofilizadas e reidratadas 

contendo L. acidophilus. O fator secundário foi o tempo de armazenamento, com 6 

níveis de variação (1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias após a fabricação). Os processamentos 

foram considerados como blocos (processo 1, 2 e 3). 

O efeito dos tratamentos sobre a composição físico-química foi analisado por 

análise de variância (ANOVA) de acordo com este delineamento. O efeito dos 

tratamentos, do tempo de armazenamento e da interação destes fatores foi analisado 

por análise de variância de dois fatores (ANOVA) e o Teste de Tukey, ao nível de 5% 

de significância foi utilizado para comparação de médias. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Avaliação das características das microcápsulas 

Antes da secagem, as microcápsulas obtidas por gelificação iônica e 

coacervação complexa, utilizando-se pectina e concentrado proteico de soro como 

materiais de parede, contendo Lactobacillus acidophilus, apresentaram, em média, 96,9 

± 0,7% de umidade e 20,0 ± 4,1% de proteína em base seca. 

As microcápsulas úmidas apresentaram uma distribuição de tamanho na faixa de 

96,7 a 610,0 µm e diâmetro médio de 253,3 ± 23,8 µm e as microcápsulas reidratadas 

(microcápsulas liofilizadas que foram mantidas em água peptonada 0,1% (p/v) pH 4,0 

por 12 horas antes de serem submetidas à produção dos iogurtes) apresentaram 

distribuição de tamanho na faixa de 157,6 a 772,6 µm e diâmetro médio de 367,4 ± 10,9 

µm, para as condições estudadas. O Anexo I apresenta os gráficos de distribuição de 

tamanho das microcápsulas úmidas e liofilizadas reidratadas. 

Através da microscopia óptica (Figura 3) foi possível observar a morfologia 

externa e estrutura interna das microcápsulas estudadas, o tamanho e a distribuição de 

recheio (micro-organismos) na matriz. Em geral, as microcápsulas apresentaram forma 

esférica em sua maioria com gotículas de gordura heterogêneas e distribuição do 

recheio por toda a matriz. 

Após a secagem e com auxílio de microscopia eletrônica de varredura (Figura 4) 

observou-se claramente as gotículas de gordura e a presença dos micro-organismos 

nas microcápsulas obtidas por gelificação iônica e coacervação complexa, utilizando-se 

pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede, contendo 

Lactobacillus acidophilus. 
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Figura 3. Imagens obtidas por microscopia óptica das 
microcápsulas obtidas por gelificação iônica e 
coacervação complexa contendo L. acidophilus. A e B: 
aumento de 25x. Barras de 50 µm. 

 

Lactobacillus acidophilus 

A 

B 

Gordura 
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Figura 4. Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura das microcápsulas 

liofilizadas obtidas por gelificação iônica e coacervação complexa contendo            
L. acidophilus. As setas azuis indicam a presença de gordura e as setas vermelhas 
indicam a presença de micro-organismos nas microcápsulas. 

900 x                 20kv                   10µm 

10000 x                 20kv                       1µm 

4000 x                 20kv                      1µm 
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5.1.1. Viabilidade do Lactobacillus acidophilus durante a produção das 

microcápsulas  

Durante a produção das microcápsulas úmidas não se observou perda da 

viabilidade do L. acidophilus. O concentrado de células de L. acidophilus obtido após a 

centrifugação e ressuspendido em água peptonada 0,1% (p/v) apresentou 1,25 x 1010 

UFC/mL. Uma porção de 30 mL desse concentrado, portanto, com 3,75 x 1011 UFC, foi 

adicionado a 1500 mL de emulsão de pectina com manteiga para a produção das 

microcápsulas. Desta forma, considerando-se a diluição da porção adicionada, a 

emulsão aspergida em CaCl2 apresentava, inicialmente, 2,5 x 108 UFC/mL e a 

população de L. acidophilus nas microcápsulas úmidas foi, em média, 2,29 x 108 UFC/g. 

Do ponto de vista de rendimento, 1000 mL de emulsão de pectina com manteiga rende, 

em média, 823 ± 118 g de microcápsulas úmidas.  

No entanto, durante o congelamento observou-se perda de viabilidade de          

L. acidophilus nas microcápsulas de 1,97 ciclos logarítmicos. Após o congelamento      

(-80°C) e antes da liofilização, observou-se uma re dução na viabilidade das células de 

2,29 x 108 UFC/g para 2,43 x 106 UFC/g e ao final da secagem as partículas 

apresentaram, em média, 6,98 x 106 UFC/g. Após a reidratação em água peptonada 

0,1% (p/v) pH 4,0 por 12 horas, e  antes de serem utilizadas na produção dos iogurtes, 

as cápsulas apresentaram, em média, 3,95 x 106 UFC/g. Desta forma, observou-se que 

o conjunto dos procedimentos entre a produção das microcápsulas e sua aplicação no 

iogurte, que envolveu o congelamento, secagem por liofilização, e reidratação, implicou 

na redução da viabilidade do L. acidophilus de 1,76 ciclos logarítmicos.   

Esses resultados indicaram que microencapsulação de L. acidophilus mostrou-se 

eficiente utilizando-se a combinação das técnicas de gelificaçao iônica e coacervação 

complexa e usando pectina e concentrado proteico de soro como materiais de parede, 

uma vez que a redução do número de células viáveis ocorreu apenas pelo fator 

diluição. No entanto, o processo de secagem precisa ser otimizado. A perda de 

viabilidade do micro-organismo ocorreu durante o congelamento e as cápsulas foram 

mantidas congeladas por 15 dias antes da liofilização. Desta forma, tanto um menor 
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tempo de congelamento como o uso de um crioprotetor, como o glicerol, poderiam 

contribuir para a manutenção de viabilidade do micro-organismo probiótico. Apesar da 

liofilização não parecer ter afetado a viabilidade celular, esse é uma método caro de 

secagem e outros métodos podem ser avaliados, como por exemplo, a secagem em 

estufa a vácuo ou em leito fluidizado.  

5.2. Caracterização dos iogurtes probióticos batidos 

5.2.1. Caracterização do processo de fermentação 

A Tabela 1 apresenta as características do processo de fermentação dos 

iogurtes obtidos. 

 

Tabela 1. Características do processo de fermentação dos iogurtes probióticos. 

 Tratamentos* 

Características 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2) 

 

pH inicial 
 

6,36 ± 0 
 

6,31 ± 0,03 
 

6,29 ± 0,01 

pH final 4,81 ± 0,02 4,81 ± 0,01 4,82 ± 0 

Acidez inicial (% ácido láctico) 0,23 ± 0 0,204 ± 0,007 0,202 ± 0,002 

Acidez final (% ácido láctico) 0,658 ± 0,007   0,646 ± 0,001 0,63 ± 0 

Tempo de fermentação (minutos)** 180 ± 0  180 ± 0 200 ± 0 

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcápsulas úmidas; 3: 
iogurte com L.acidophilus em microcápsulas liofilizadas 
** tempo médio necessário para os produtos atingirem pH 4,8 ± 0,05 
 

 

As Figuras 5 e 6 apresentam as curvas médias de desenvolvimento de pH e 

acidez durante o processo de fabricação dos iogurtes.  
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Figura 5. Curva de desenvolvimento de pH durante o processo de fabricação do iogurte. 
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Figura 6. Curva de desenvolvimento de acidez (% ácido láctico) durante o processo de 

fabricação do iogurte. 
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Observa-se na Tabela 1 e nas Figuras 5 e 6 que o tempo necessário para que os 

iogurtes atingissem pH 4,8 ± 0,05 foi o mesmo (180 minutos) para os iogurtes com L. 

acidophilus livre e L. acidophilus em microcápsulas úmidas. Entretanto, o iogurte com L. 

acidophilus em microcápsulas liofilizadas apresentou um tempo de fermentação 

superior (200 minutos) quando comparado aos outros tratamentos. As Figuras 5 e 6 

mostram o mesmo comportamento de decréscimo do pH e aumento da acidez com o 

tempo para todos os tratamentos. 

5.2.2. Efeito dos tratamentos sobre a composição dos iogurtes probióticos 

O leite integral homogeneizado esterilizado utilizado em todos os 

processamentos apresentava 11,82% de sólidos totais, 3,23% de gordura, 3,00% de 

proteína, 4,85% de lactose, 0,74% de cinzas, 0,15% ácido láctico e pH 6,79. O leite em 

pó desnatado utilizado para aumentar o teor de sólidos apresentava 95,67% de sólidos 

totais. 

A Tabela 2 apresenta as características físico-químicas e microbiológicas dos 

iogurtes obtidos pelos três tratamentos: (1) iogurte adicionado de L. acidophilus livre, (2) 

iogurte com adição de microcápsulas úmidas contendo L. acidophilus e (3) iogurte com 

adição de microcápsulas liofilizadas contendo L. acidophilus.  
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Tabela 2. Composição físico-química, característica microbiológica, desvio padrão e 
valor de p dos iogurtes probióticos (dia 1). 

  Tratamentos*   

Determinações Analíticas 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2) Valor de p 

Análises físico-químicas     

pH 4,34 ± 0,02b 4,50 ± 0,02a 4,51 ± 0,04a 0,0068 

Acidez (% ácido láctico) 0,803 ± 0,002a 0,749 ± 0,006b 0,74 ± 0,01b 0,0025 

Proteína (%) 3,38 ± 0,01b 4,04 ± 0,01a 4,03 ± 0,01a < 0,0001 

Gordura (%) 3,21 ± 0,02 3,22 ± 0,01 3,21 ± 0,03 0,1454 

Sólidos totais (%) 12,707 ± 0,006a 12,10 ± 0,01b 12,04 ± 0,01b < 0,0001 

Cinzas (%) 0,869 ± 0,004a 0,847 ± 0,002b 0,849 ± 0,006b 0,0020 

Lactose (%)** 5,26 ± 0,03a 3,99 ± 0,02b 3,96 ± 0,04b < 0,0001 
 

Análises microbiológicas 
    

S. thermophilus 
     (UFC/g) 

1,41 x 109 ab 1,67 x 109 a 1,32 x 109 b 0,034 

L. bulgaricus 
   (UFC/g) 

4,46 x 107 a 1,33 x 107 b 5,23 x 106 c < 0,0001 

L. acidophilus 
    (UFC/g) 

1,51 x 108 a 1,80 x 107 b 4,68 x 105 c < 0,0001 

L. acidophilus  

(UFC/ 200 g) 

3,02 x 1010 3,60 x 109 9,36 x 107  

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcápsulas úmidas; 3: iogurte 
com L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas.  
** Calculada por diferença.  
a, b Médias com a mesma letra na linha não diferem significativamente entre si (p ≤ 0,05). 

 

Os iogurtes obtidos pelos diferentes tratamentos foram avaliados com base no 

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados da Instrução 

Normativa nº 46 de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007) e no Regulamento Técnico 

de Substâncias Bioativas e Probióticos, Isolados com Alegação de Propriedades 

Funcionais e ou de Saúde da Resolução nº 2 de 7 de janeiro de 2002 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2002), a qual regulamenta que a quantidade 
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do probiótico em UFC, contida na recomendação diária do produto pronto para 

consumo, deve ser declarada no rótulo, próximo à alegação. 

Observa-se na Tabela 2 que os iogurtes obtidos por todos os tratamentos 

atenderam aos parâmetros exigidos pelo Regulamento Técnico de Identidade e 

Qualidade de Leites Fermentados, tanto do ponto de vista físico-químico como 

microbiológico. Os produtos apresentaram teor de matéria gorda láctea entre 3,0 e 

5,9%, o que os classificariam como integrais, teor de proteínas lácteas acima do mínimo 

de 2,9%, acidez variando entre 0,6 e 1,5% ácido láctico e contagens de bactérias 

lácticas totais acima do mínimo de 107 UFC/g exigidos pelo respectivo regulamento. 

No que diz respeito à característica probiótica dos produtos, observa-se (Tabela 

2) que os iogurtes nos quais se introduziu o L. acidophilus nas formas livre e em 

microcápsulas úmidas, com contagens de 3,02 x 1010 e 3,60 x 109 UFC/200 g, 

respectivamente, atenderam ao padrão estabelecido pela legislação, a qual recomenda 

a quantidade mínima de 108 a 109 UFC na recomendação de ingestão diária do produto 

pronto para o consumo, que é de 200 g ou mL para iogurtes (Resolução RDC nº 359, 

de 23 de dezembro de 2003) (BRASIL, 2003). Entretanto, essa contagem foi inferior ao 

recomendado quando o iogurte foi obtido com L. acidophilus em microcápsulas 

liofilizadas, o qual apresentou 9,36 x 107 UFC na porção de 200 g. É importante 

ressaltar que a quantidade ótima de bactérias probióticas necessária para promover 

benefícios nutricionais aos consumidores não é rigorosamente estabelecida e varia em 

função de vários fatores (GILLILAND et al., 2002). Autores sugerem que os micro-

organismos probióticos devem permanecer viáveis em concentração mínima de 106 

UFC/g até o final da vida de prateleira do produto (SHAH, 2000; AKALIN et al., 2007). 

Além do atendimento aos padrões da legislação, observa-se que os tratamentos 

afetaram significativamente o pH, acidez, e os teores de proteína, sólidos totais, cinzas 

e lactose dos iogurtes (Tabela 2).  Com relação à acidificação do produto, o iogurte 

produzido com L. acidophilus livre apresentou menor pH e maior acidez que os 

produzidos com o micro-organismo microencapsulado, tanto na forma úmida como 

liofilizada, os quais não apresentaram diferença entre si.  
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No caso dos experimentos realizados, pode-se constatar que a diferença na 

acidificação dos produtos frente aos tratamentos ocorreu nas primeiras 24 horas de 

armazenamento refrigerado, e não durante o processo de fabricação dos iogurtes 

probióticos. Imediatamente após a fermentação (Tabela 1), os iogurtes com L. 

acidophilus livre, em microcápsulas úmidas e liofilizadas apresentaram pH 4,81; 4,81 e 

4,82, respectivamente.  No entanto, após o primeiro dia de armazenamento refrigerado 

dos produtos (Tabela 2) verificou-se um maior decréscimo do pH do iogurte com L. 

acidophilus livre do que com o micro-organismo microencapsulado nas formas úmida ou 

liofilizada, os quais apresentaram pH 4,34; 4,50 e 4,51, respectivamente, sendo que os 

iogurtes com adição de microcápsulas não diferiram significativamente entre si. O 

mesmo comportamento pode ser observado para os valores de acidez.  

A menor acidificação do produto contendo o micro-organismo probiótico 

microencapsulado pode ser uma vantagem, tanto para a característica sensorial do 

iogurte como para a própria sobrevivência do probiótico durante o armazenamento 

refrigerado do produto.  Kailasapathy (2006) também observou uma menor acidificação 

quando comparou a adição de L. acidophilus DD910 e B. lactis livre e encapsulado na 

fabricação de iogurte firme.  

Quanto à composição, o iogurte produzido com o micro-organismo livre 

apresentou maiores teores de sólidos totais, cinzas e lactose e menor teor de proteína 

do que os iogurtes produzidos com o L. acidophilus encapsulado nas formas úmida ou 

liofilizada, os quais não diferiram significativamente entre si para todos esses 

parâmetros. Além disso, o teor de gordura não foi significativamente afetado pelos 

tratamentos.  

O maior teor de proteína encontrado nos iogurtes probióticos produzidos com 

microcápsulas úmidas e liofilizadas (4,04 e 4,03%, respectivamente) quando 

comparado ao iogurte produzido com o micro-organismo livre (3,38%) pode ser 

atribuído à composição das microcápsulas, as quais foram recobertas com proteína de 

soro através da coacervação complexa e apresentaram, em média, 20% de proteína em 

base seca.   Embora esse não seja o foco do trabalho, o maior conteúdo proteico pode 
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afetar positivamente as características nutricionais do produto. Por outro lado, 

considerando-se que também se adicionou gordura láctea na produção de 

microcápsulas (2% de manteiga) é de se estranhar que não exista diferença no teor de 

gordura do iogurte, que foi de aproximadamente 3,2% para todos os tratamentos 

(Tabela 2). Uma hipótese é que a metodologia utilizada para determinação do teor de 

gordura do iogurte, o método de Mojonnier, não possibilitou a extração da gordura do 

interior da partícula. O método prevê uma hidrólise alcalina da proteína através da 

adição de amônia com posterior extração da gordura através de lavagens sucessivas 

da amostra com álcool etílico, éter etílico e éter de petróleo (AOAC, 1995). Utilizando 

microscopia confocal, Gigante et al. (2010) mostraram que a gordura encontra-se no 

interior das  micropartículas produzidas por gelificação iônica e coacervação complexa 

utilizando-se pectina e proteínas de soro como materiais de parede. Desta forma, é 

possível que a ligação eletrostática estabelecida entre as cargas negativas da pectina e 

as cargas positivas da proteína do soro para a formação da capa protetora da partícula 

não seja rompida por esse método de extração e, desta forma, não libere o conteúdo de 

gordura do seu interior não afetando, consequentemente, o teor de gordura do produto.  

 Apesar do leite utilizado para a fabricação dos iogurtes ter sido padronizado para 

13% de sólidos totais, esse teor de sólidos não foi o obtido para os produtos prontos em 

todos os tratamentos (Tabela 2). No caso do iogurte com L. acidophilus livre, que 

apresentou 12,71% de sólidos totais, a diferença pode ser atribuída ao conteúdo de 

umidade do leite em pó desnatado, o qual não foi levado em consideração no momento 

dos cálculos. Já para os iogurtes com L. acidophilus em microcápsulas úmidas ou 

liofilizadas (reidratadas antes de serem adicionadas ao iogurte), que apresentaram 

12,10% e 12,04% de sólidos totais, respectivamente, o menor teor de sólidos em 

relação à padronização do leite (13%) pode ser atribuído ao elevado conteúdo de 

umidade das microcápsulas, que é, em média, de 97%. Cabe relembrar que para a 

fabricação do iogurte com microcápsulas úmidas e liofilizadas adicionou-se 10 e 13% 

de microcápsulas em relação à quantidade de leite, respectivamente. Esses valores 

corresponderam a 300 g de microcápsulas úmidas e 390 g de microcápsulas liofilizadas 

(reidratadas) para os 3 litros de leite utilizados em cada um dos processamentos.  
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Apesar de significativa, a diferença apresentada em relação ao teor de cinzas 

(0,869; 0,847 e 0,849%) para os iogurtes com L. acidophilus livre, em microcápsulas 

úmidas e liofilizadas, respectivamente, foi muito pequena e pode ser considerada de 

pouca importância do ponto de vista nutricional e tecnológico.  

O teor de lactose dos iogurtes foi calculado por diferença entre os demais 

constituintes do produto, e desta forma, o menor teor de lactose nos iogurtes com 

microcápsulas úmidas (3,99%) e liofilizadas (3,96%) quando comparado ao iogurte com 

L. acidophilus livre (5,26%) pode ser explicado pelo aumento no teor de proteínas e 

diminuição no teor de sólidos para esses produtos, conforme discutido anteriormente. A 

lactose sendo calculada por diferença soma as diferenças encontradas na composição, 

agrupando um possível erro. 

Diversos artigos consultados (Adhikari et al. (2000), Adhikari et al. (2003),  

Kailasapathy (2006), Kailasapathy e Sureeta (2004), Krasaekoopt et al. (2006), Picot e 

Lacroix (2004), Sultana et al. (2000), Sun e Griffiths (2000)) sobre a produção de iogurte 

utilizando micro-organismos probióticos livres e encapsulados não comparam a 

composição físico-química dos produtos.  

Quanto à caracterização microbiológica, observa-se (Tabela 2) que os 

tratamentos afetaram significativamente a população inicial de cada micro-organismo 

(S. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus). Apesar de significativa, a diferença 

apresentada em relação à população inicial de S. thermophilus (1,41 x 109; 1,67 x 109 e 

1,32 x 109 UFC/g) para os iogurtes com L. acidophilus livre, em microcápsulas úmidas e 

liofilizadas, respectivamente foi muito pequena. Para L. bulgaricus, essa diferença foi 

relativamente maior entre os tratamentos com L. acidophilus livre (4,46 x 107 UFC/g), 

em microcápsulas úmidas (1,33 x 107 UFC/g) e em microcápsulas liofilizadas (5,23 x 

106 UFC/g). Entretanto, essas diferenças podem ser consideradas de pouca importância 

do ponto de vista tecnológico, uma vez que os iogurtes apresentaram contagens de 

bactérias lácticas totais acima do mínimo de 107 UFC/g exigidos pelo regulamento 

técnico. A população inicial de L. acidophilus (1,51 x 108; 1,80 x 107 e 4,68 x 105 UFC/g) 

para os iogurtes com L. acidophilus livre, em microcápsulas úmidas e liofilizadas, 
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respectivamente foi discutida anteriormente e com relação à característica probiótica 

dos produtos, os iogurtes com o micro-organismo livre e em cápsulas úmidas 

atenderam ao padrão estabelecido pela legislação na recomendação diária do produto, 

entretanto, essa contagem foi inferior ao recomendado quando o iogurte foi obtido com 

L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas. 

5.2.3. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre as características dos 

iogurtes probióticos  

5.2.3.1. Avaliação da pós-acidificação 

A Tabela 3 apresenta o efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento 

refrigerado, bem como da interação destes fatores sobre o pH e acidez dos iogurtes 

probióticos. 

 

Tabela 3. Resumo da análise de variância (ANOVA). Efeito dos 
tratamentos, do tempo de armazenamento e da 
interação desses fatores sobre pH e acidez dos 
iogurtes probióticos. 

 Valores de p 

Fator de Variação             GL    pH acidez 

 

Tratamento*  
 

2 
 

< 0,0001 
 

< 0,0001 

Tempo** 5 < 0,0001 < 0,0001 

Tratamento x Tempo 10 < 0,0001 < 0,0001 

* tratamentos representam o iogurte com L. acidophilus livre; iogurte com L. 
acidophilus em microcápsulas úmidas e iogurte com L. acidophilus em 
microcápsulas liofilizadas 
** tempo representa os dias 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento 
refrigerado dos iogurtes. 
GL (Graus de liberdade); p (probabilidade de significância ≤ 0,05) 

A Tabela 4 e a Figura 7 apresentam o desenvolvimento de pH e acidez dos 

iogurtes probióticos durante 35 dias de armazenamento refrigerado. 
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Tabela 4. Desenvolvimento de pH e acidez dos iogurtes 
probióticos nos 35 dias de armazenamento 
refrigerado. 

  Tratamentos*  

Tempo      
(dias) 

1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2) 

pH 

 

1 
 

4,34 ± 0,02 a B 
 

4,50 ± 0,02 a A 
 

4,51 ± 0,04 a A 

7 4,33 ± 0,02 a A 4,34 ± 0,01 b A 4,33 ± 0,02 b A 

14 4,14 ± 0,02 b B 4,32 ± 0,02 bc A 4,31 ± 0,01 b A 

21 4,13 ± 0,01 b B 4,31 ± 0,02 bc A 4,31 ± 0,01 b A 

28 4,09 ± 0,02 b B 4,29 ± 0,01 c A 4,30 ± 0,01 b A 

35 4,01 ± 0,01 c B 4,28 ± 0,01 c A 4,29 ± 0,01 b A 

Acidez (% ácido láctico) 

 

1 
 

0,803 ± 0,002 e A 
 

0,749 ± 0,006 d B 
 

0,74 ± 0,01 c B 

7 0,833 ± 0,007 d A 0,820 ± 0,004 c A 0,83 ± 0,02 b A 

14 1,010 ± 0,006 c A 0,843 ± 0,005 b B 0,854 ± 0,001 a B 

21 1,024 ± 0,004 c A 0,850 ± 0,007 b B 0,860 ± 0,001 a B 

28 1,08 ± 0,01 b A 0,857 ± 0,007 ab B 0,864 ± 0,003 a B 

35 1,138 ± 0,003 a A 0,873 ± 0,003 a B 0,870 ± 0,006 a B 

 

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em 
microcápsulas úmidas; 3: iogurte com L. acidophilus em microcápsulas 
liofilizadas 
A,B Para cada característica (pH ou acidez), médias com a mesma letra na 
linha não diferem significativamente entre si (p ≤ 0,05). 
a,b Para cada característica (pH ou acidez), médias com a mesma letra na 
coluna não diferem significativamente entre si (p ≤ 0,05). 
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Figura 7. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre o pH (A) e acidez (B) dos 

iogurtes probióticos. 

A 

B 
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Observa-se na Tabela 4 que o pH e a acidez dos iogurtes foram 

significativamente afetados pelos tratamentos, pelo tempo de armazenamento e pela 

interação entre esses dois fatores. O iogurte com L. acidophilus livre apresentou o 

menor pH médio (4,17) quando comparado aos iogurtes com  L. acidophilus 

encapsulado nas formas úmidas e liofilizada, que apresentaram o mesmo pH médio de 

4,34. Embora o comportamento geral dos iogurtes tenha se caracterizado pela redução 

do pH e aumento da acidez ao longo do tempo (Tabela 4 e Figura 7), esse 

comportamento foi significativamente diferente para cada tratamento. O iogurte com    

L. acidophilus livre apresentou maior pós-acidificação quando comparado aos outros 

dois tratamentos. Observa-se que após a acidificação ocorrida entre os dias 1 e 7 nos 

iogurtes com L. acidophilus em microcápsulas úmidas e liofilizadas, o pH e a acidez se 

mantiveram praticamente constantes. No entanto, o iogurte com L. acidophilus livre 

apresentou visível redução do pH e aumento da acidez ao longo do armazenamento 

refrigerado, mais acentuado entre 7 e 14 dias de armazenamento.  

Kailasapathy (2006) e Mortazavian et al. (2008) também observaram menor pós-

acidificação em iogurte probiótico adicionado de L. acidophilus e B. lactis na forma 

encapsulada do que na forma livre.  A pós-acidificação é indesejável tanto para 

manutenção da qualidade sensorial do iogurte, como para a manutenção da viabilidade 

dos micro-organismos presentes (WALSTRA et al., 2006). Segundo Beal et al. (1999), 

uma maior queda de pH nos primeiros dias de armazenamento, como a observada nos 

primeiros 7 dias de armazenamento para o iogurte com L. acidophilus encapsulado e 

com 14 dias para o iogurte com L. acidophilus livre, deve-se à maior atividade 

metabólica das bactérias lácticas em pHs mais elevados. No iogurte tradicional, o        

L. bulgaricus é o principal responsável pela pós-acidificação, mas por outro lado ele 

contribui consideravelmente para a produção de compostos aromáticos, especialmente 

o acetaldeído, característico do iogurte (RASIC e KURMANN, 1978; GUYOT, 1992). 

Neste trabalho, a menor pós-acidificação dos iogurtes probióticos adicionados de         

L. acidophilus encapsulado por gelificação iônica e coacervação complexa utilizando 

pectina e proteínas do soro como materiais de parede, indica que a encapsulação inibe 

a atividade dos micro-organismos, protegendo, consequentemente, o produto da pós-

acidificação. 
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5.2.3.2. Avaliação da viabilidade dos micro-organismos 

 

A Tabela 5 apresenta o efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento, 

bem como a interação desses fatores na viabilidade de S. thermophilus, L. bulgaricus e 

L. acidophilus. A Tabela 6 apresenta a população (log UFC/g) dos micro-organismos 

presentes nos iogurtes probióticos batidos durante 35 dias de armazenamento 

refrigerado. 

 

 
Tabela 5. Resumo da análise de variância (ANOVA). Efeito dos tratamentos, do 

tempo de armazenamento e da interação tratamento x tempo sobre a 
viabilidade de S. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus. 

 Valores de p 

Fator de Variação             GL S. thermophilus L. bulgaricus L. acidophilus 

 

Tratamento*  
 

2 
 

0,005 
 

< 0,0001 
 

< 0,0001 

Tempo** 5 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 

Tratamento x Tempo 10 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 

* tratamentos representam o iogurte com L. acidophilus livre; iogurte com L. acidophilus em 
microcápsulas úmidas e iogurte com L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas 
** tempo representa os dias 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado dos iogurtes. 
GL (Graus de liberdade); p (probabilidade de significância ≤ 0,05) 
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Tabela 6. Viabilidade das culturas durante 35 dias de armazenamento 
refrigerado. 

 Tratamentos* 

Tempo 
armazenamento (dias) 

1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2) 

 S. thermophilus (log UFC/g) 

 

1 9,15 ± 0,02 a B 9,22 ± 0,02 a A 9,12 ± 0,03 a B 

7 9,07 ± 0,01 b A 9,07 ± 0,04 b A 9,10 ± 0,03 a A 

14 8,99 ± 0,02 c A 9,01 ± 0,04 c A 9,01 ± 0,02 b A 

21 8,96 ± 0,01 cd A 8,90 ± 0,01 d B 8,93 ± 0,03 c AB 

28 8,91 ± 0,01 d A 8,87 ± 0,01 de A 8,88 ± 0,02 c A 

35 8,653 ± 0,004 e B 8,84 ± 0,01 e A 8,81 ± 0,02 d A 

 L. bulgaricus (log UFC/g) 

 

1 7,64 ± 0,09 b A 7,12 ± 0,03 a B 6,71 ± 0,07 a C 

7 7,67 ± 0,11 ab A 7,11 ± 0,03 a B 6,70 ± 0,07 a C 

14 7,82 ± 0,08 a A 7,08 ± 0,05 a B 6,61 ± 0,06 ab C 

21 7,78 ± 0,06 ab A 7,03 ± 0,06 a B 6,51 ± 0,04 b C 

28 7,67 ± 0,02 ab A 6,98 ± 0,06 a B 6,45 ± 0,06 b C 

35 6,99 ± 0,02 c A 6,28 ± 0,05 b B 6,44 ± 0,05 b C 

 L. acidophilus (log UFC/g) 

 

1 8,18 ± 0,03 a A 7,25 ± 0,04 a B 5,67 ± 0,02 a C 

7 8,16 ± 0,03 a A 7,19 ± 0,03 ab B 5,60 ± 0,02 ab C 

14 8,04 ± 0,01 b A 7,14 ± 0,05 bc B 5,54 ± 0,03 bc C 

21 7,88 ± 0,02 c A 7,08 ± 0,05 cd B 5,53 ± 0,03 bc C 

28 7,75 ± 0,03 d A 7,06 ± 0,06 cd B 5,52 ± 0,03 bc C 

35 7,20 ± 0,05 e A 7,05 ± 0,06 d B 5,47 ± 0,03 c C 

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcápsulas 
úmidas; 3: iogurte com L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas. 
A,B Para cada micro-organismo, médias com a mesma letra na linha não diferem 
significativamente entre si (p ≤ 0,05). 
a,b Para cada micro-organismo, médias com a mesma letra na coluna não diferem 
significativamente entre si (p ≤ 0,05). 
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Observa-se nas Tabelas 5 e 6 que os tratamentos, o tempo de armazenamento, 

bem como a interação desses dois fatores afetaram significativamente o número de 

células viáveis de S. thermophilus, L. bulgaricus e L. acidophilus.  O número de células 

viáveis diminuiu ao longo do tempo, no entanto, de forma diferente para cada um dos 

tratamentos. 

A redução do número de células viáveis é um comportamento típico durante o 

armazenamento refrigerado do iogurte e é afetada especialmente pela pós-acidificação 

do produto (TAMIME e ROBINSON, 1999). Por outro lado, a manutenção da viabilidade 

celular é desejada e inclusive estabelecida pela legislação. No caso do iogurte 

tradicional, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados 

da Instrução Normativa nº 46, estabelece que a contagem total de bactérias lácticas 

viáveis deve ser no mínimo de 107 UFC/g no produto final durante o período de validade 

(BRASIL, 2007). Desta forma, pode-se observar (Tabela 6) que o número de células 

viáveis de S. thermophilus e L. bulgaricus dos iogurtes obtidos em todos os tratamentos 

atende aos critérios estabelecidos pela legislação. O número médio de células viáveis 

de S. thermophilus e L. bulgaricus após 35 dias de armazenamento foi, 

respectivamente, 4,50 x 108 UFC/g e 9,77 x 106 UFC/g para iogurte com L. acidophilus 

livre, 6,92 x 108 UFC/g e 1,91 x 106 UFC/g para iogurte com L. acidophilus em 

microcápsulas úmidas e 6,46 x 108 UFC/g e 2,75 x 106 UFC/g para iogurte com             

L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas. 

De um modo geral, a população de células viáveis do S. thermophilus foi de 1,9 

ciclos logarítmicos maior que a população de células viáveis de L. bulgaricus (Tabela 6). 

Segundo Lourens-Hatting e Viljoen (2001), uma excessiva pós-acidificação ocorre, 

principalmente, devido ao crescimento incontrolável de L. bulgaricus nas temperaturas 

de refrigeração e em baixos valores de pH. Portanto, as indústrias fabricantes de 

culturas lácteas fornecem culturas tradicionais de iogurte com uma menor concentração 

de L. bulgaricus e uma maior concentração de S. thermophilus. O resultado obtido é 

semelhante ao encontrado por Pereira (2002), no qual a população de S. thermophilus 

foi 1,5 ciclos logarítmicos maior que a população de L. bulgaricus em 35 dias de 

armazenamento refrigerado de iogurte tradicional. 
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O número médio de células viáveis de L. acidophilus após os 35 dias de 

armazenamento refrigerado foi de 1,58 x 107 UFC/g para iogurte com L. acidophilus 

livre, 1,12 x 107 UFC/g para iogurte com L. acidophilus em microcápsulas úmidas e 2,94 

x 105 UFC/g para iogurte com L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas. A quantidade 

mínima viável para os probióticos deve estar situada na faixa de 108 a 109 UFC na 

porção diária recomendada do produto para consumo, que é de 200 g no caso do 

iogurte.  Desta forma, os iogurtes com L. acidophilus livre e com L. acidophilus em 

microcápsulas úmidas atendem ao padrão estabelecido pela legislação ao final da vida 

de prateleira apresentando contagens de 3,16 x 109 e 2,24 x 109 UFC na porção de 200 

g de iogurte, respectivamente. Por outro lado, o iogurte com L. acidophilus em 

microcápsulas liofilizadas, que desde a sua fabricação não atendeu a esse parâmetro 

da legislação, apresentou contagem de 5,88 x 107 UFC na porção de 200 g após o 

armazenamento refrigerado de 35 dias.  

Considerando a população inicial, observa-se na Tabela 6 que após 35 dias de 

armazenamento refrigerado houve redução de 0,98 ciclos logarítmicos na população de 

células viáveis de L. acidophilus no iogurte com L. acidophilus livre e de 0,20 ciclos 

logarítmicos para o iogurte com L. acidophilus, tanto em microcápsulas úmidas como 

liofilizadas. Com base nesses dados foi possível calcular a porcentagem de 

sobrevivência de L. acidophilus após 35 dias de armazenamento refrigerado dos 

iogurtes, a qual é apresentada na Figura 8. Desta forma, observa-se claramente a maior 

taxa de sobrevivência do L. acidophilus no iogurte probiótico quando encapsulado do 

que quando veiculado na forma livre. A porcentagem de sobrevivência do micro-

organismo probiótico foi de aproximadamente 10,46% no iogurte com L. acidophilus 

livre, 62,26% no iogurte com L. acidophilus em microcápsulas úmidas e 62,83% no 

iogurte com L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas.  
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Figura 8. Porcentagem de sobrevivência do L. acidophilus após 35 dias de armazenamento 

refrigerado dos iogurtes probióticos. 
  

Os resultados desse trabalho quanto à viabilidade do micro-organismo probiótico 

vêm a corroborar com os dados da literatura que indicam, no geral, que a 

microencapsulação pode ser um recurso adequado para manter a viabilidade do micro-

organismo no iogurte por maior tempo. Utilizando diferentes micro-organismos, técnicas 

de microencapsulação e materiais de parede, tais como, L. acidophilus DD910 e B. 

lactis DD920 encapsulados através da técnica de emulsão com alginato de cálcio e 

amido (KAILASAPATHY, 2006); L. acidophilus 2409 e B. infantis 1912 encapsulados 

pela técnica de emulsão com alginato de sódio, amido e glicerol (SULTANA et al., 

2000); L. acidophilus 547, L. casei 01 e B. bifidum ATCC 1994 encapsulados por 

gelificação iônica com alginato de sódio e recobrimento de quitosana (KRASAEKOOPT 

et al., 2006) e B. longum B6 e B. longum ATCC 15708 encapsulados por técnica de 

emulsão com κ-carragena (ADHIKARI et al., 2003), todos os autores, assim como neste 

trabalho, observaram que a microencapsulação aumentou a viabilidade dos micro-

organismos probióticos no iogurte em maior ou menor grau.   
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5.2.3.3. Avaliação da viabilidade dos micro-organismos após simulação das 

condições gastrointestinais 

 

A Tabela 7 apresenta a viabilidade de L. acidophilus (log UFC/g) presente nos 

iogurtes probióticos batidos durante incubação sequencial dos produtos em suco 

gástrico artificial (SGA) pH 3,0 por 2 horas, suco intestinal artificial (SIA) pH 7,0 por 5 

horas e bile 1% pH 7,0 por 5 horas. 

  

Tabela 7. Viabilidade de L. acidophilus (log UFC/g) presente nos iogurtes 
probióticos após incubação sequencial dos produtos em suco 
gástrico e intestinal artificial e exposição à solução de bile 1%. 

 Tratamentos* 

Incubação Sequencial 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2) 

SGA pH 3,0  0 min. 6,08 ± 0,09 6,14 ± 0,08 4,25 ± 0,02 

 60 min. 5,87 ± 0,09 6,04 ± 0,06 4,13 ± 0,01 

 120 min. 5,70 ± 0,09 5,97 ± 0,09 4,07 ± 0,03 

SIA pH 7,0 300 min. 5,74 ± 0,09 6,0 ± 0,1 4,06 ± 0,03 

Bile 1% pH 7,0 0 min. 4,3 ± 0,3  5,47 ± 0,09  4,14 ± 0,03  

 60 min. 2,2 ± 0,5  4,6 ± 0,3  3,92 ± 0,03  

 300 min. 0,8 ± 0,3  4,1 ± 0,2  3,16 ± 0,01 

* 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcápsulas úmidas; 3: 
iogurte com L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas. 

 

Observa-se (Tabela 7) que após duas horas de exposição ao suco gástrico 

artificial em pH 3,0, a população de L. acidophilus reduziu aproximadamente 0,38 ciclos 

logarítmicos no iogurte com L. acidophilus livre, 0,17 ciclos logarítmicos no iogurte com 

L. acidophilus em microcápsulas úmidas e 0,18 ciclos logarítmicos no iogurte com        

L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas. Após o pH ser ajustado para 7,0 simulando 

o suco intestinal artificial, a população de L. acidophilus  praticamente não reduziu 

quando comparada com a população após duas horas de exposição ao suco gástrico 

artificial em pH 3,0.  
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Após cinco horas de exposição à solução de bile 1%, observou-se que houve 

redução na população de L. acidophilus de 3,5 ciclos logarítmicos no iogurte com         

L. acidophilus livre, 1,37 ciclos logarítmicos no iogurte com L. acidophilus em 

microcápsulas úmidas e 0,98 ciclos logarítmicos no iogurte com L. acidophilus em 

microcápsulas liofilizadas. 

Portanto, observou-se que os iogurtes contendo L. acidophilus microencapsulado 

apresentou uma maior resistência tanto ao suco gástrico e suco intestinal artificiais 

quanto à bile. 

A Tabela 8 e a Figura 9 apresentam a porcentagem de sobrevivência do L. 

acidophilus nos iogurtes probióticos batidos após exposição dos produtos à simulação 

da passagem pelo trato gastrointestinal. 

 
Tabela 8. Porcentagem de sobrevivência do L. acidophilus nos iogurtes após 

exposição dos produtos à simulação da passagem pelo trato 
gastrointestinal. 

 Tratamentos* 

Sobrevivência (%) 1 (n=3) 2 (n=3) 3 (n=2) 

SGA e SIA / 7 horas 45,68 68,49 65,57 

Bile 1% / 5 horas 0,03 5,61 10,56 

  * 1: iogurte com L. acidophilus livre; 2: iogurte com L. acidophilus em microcápsulas 
úmidas; 3: iogurte com L. acidophilus em microcápsulas liofilizadas. 
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Figura 9. Porcentagem de sobrevivência do L. acidophilus nos iogurtes probióticos após 
exposição dos produtos à simulação da passagem pelo trato gastrointestinal. 

 

 Observa-se (Tabela 8 e Figura 9) uma maior sobrevivência de L. acidophilus 

(68,49% e 65,57%) para os iogurtes com L. acidophilus em microcápulas úmidas e em 

microcápsulas liofilizadas, respectivamente quando comparados ao iogurte com L. 

acidophilus livre (45,68%) ao serem submetidos à exposição ao suco gástrico artificial 

pH 3,0 por duas horas, seguido de exposição ao suco intestinal artificial pH 7,0 por 

cinco horas. 

Pode-se observar que após exposição por cinco horas em solução de bile 1%, a 

sobrevivência de L. acidophilus na forma livre foi inferior (0,03%) quando comparada 

aos iogurtes com L. acidophilus em microcápsulas úmidas (5,61%) e em microcápsulas 

liofilizadas (10,56%), indicando maior sobrevivência nos iogurtes contendo L. 
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acidophilus na forma encapsulada em condições que simulam a passagem pelo trato 

gastrointestinal. 

Os resultados de diversos trabalhos indicam que a microencapsulação pode 

proteger os micro-organismos probióticos contra as condições drásticas encontradas 

durante a passagem pelo trato gastrointestinal. Diversos autores avaliaram a exposição 

desses micro-organismos às condições que simulam essa passagem, e obtiveram 

melhores resultados para os micro-organismos na forma encapsulada quando 

comparados aos micro-organismos livres (CHANDRAMOULI et al., 2004; FÁVARO-

TRINDADE e GROSSO, 2000;  MANDAL et al., 2006; SULTANA et al., 2000). 
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6. CONCLUSÕES 
 

As microcápsulas produzidas através da combinação das técnicas de gelificação 

iônica e coacervação complexa contendo Lactobacillus acidophilus apresentaram em 

sua maioria forma esférica e distribuição de recheio por toda a matriz (micro-

organismos), indicando que durante sua produção não se observou perda de viabilidade 

do L. acidophilus. 

 O tempo de fermentação do iogurte adicionado de microcápsulas liofilizadas 

contendo L. acidophilus foi maior em relação aos outros dois tratamentos. Um dia após 

a fabricação, o iogurte com L. acidophilus livre apresentou menor pH do que os iogurtes 

adicionados com o micro-organismo encapsulado. Com relação à composição físico-

química, os iogurtes contendo microcápsulas (úmidas e liofilizadas) não diferiram 

significativamente entre si e apresentaram maior teor de proteína quando comparados 

ao iogurte produzido com o L. acidophilus livre. 

Os iogurtes probióticos nos quais o L. acidophilus foi adicionado na forma 

microencapsulada apresentaram menor pós-acidificação e maior sobrevivência do 

micro-organismo probiótico após 35 dias de armazenamento quando comparados ao 

iogurte com probiótico adicionado na forma livre, indicando que a microencapsulação 

conferiu proteção ao micro-organismo durante o armazenamento refrigerado.  

O ensaio in vitro de simulação da passagem dos iogurtes pelo trato 

gastrointestinal realizado após 35 dias de armazenamento refrigerado indicou maior 

sobrevivência entérica do L. acidophilus encapsulado quando comparado ao micro-

organismo livre, indicando que a microencapsulação conferiu proteção à viabilidade do 

micro-organismo.  
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