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RESUMO

O desenvolvimento de uma aquicultura mais sustentavel depende da adocdo de estratégias que
promovam a saude e o desempenho dos organismos cultivados, reduzindo o uso de antibioticos.
Entre essas estratégias, os probidticos tém recebido destaque por sua capacidade de modular a
microbiota intestinal, melhorar a conversao alimentar e fortalecer a resposta imune. Contudo,
sua utilizagdo ainda ¢ limitada pela sensibilidade dos microrganismos as condi¢des de
processamento € armazenamento. Para superar essas barreiras, este estudo focou na
encapsulacdo das cepas Bacillus subtilis e Lactobacillus casei por meio da técnica de spray
drying (secagem por atomizagdo), um método eficiente para converter suspensoes liquidas em
microparticulas secas em condi¢des controladas. A pesquisa avaliou biopolimeros como
alginato de sodio, maltodextrina, goma arabica, sacarose, pectina e quitosana. Os resultados de
compatibilidade mostraram que o crescimento das células ndo foi prejudicado pela exposi¢do
aos polimeros, mantendo contagens acima de 9 Log UFC/mL antes da secagem. No processo
de spray drying, a temperatura de entrada de 80 °C foi identificada como ideal, proporcionando
os melhores rendimentos e garantindo a estabilidade térmica dos probidticos. Os resultados para
0 B. subtilis indicaram que o crescimento da cepa nao foi afetado pela exposig¢do prévia aos
polimeros. Ap6s o spray drying a 80 °C, a sobrevivéncia variou entre 72,2% e 79,9%, com os
maiores rendimentos obtidos para as matrizes de GA (57,6%), PEC (58,3%) ¢ a mistura
GA+MD (63,7%). As microparticulas de B. subtilis apresentaram diametros médios
majoritariamente inferiores a 3,6 um. Nos ensaios gastrointestinais simulados, a formulag¢ao
com alginato e pectina (BS2) apresentou a maior estabilidade, mantendo contagens de 6,43 Log
UFC/mL ao final do processo. Para o L. casei, observou-se que a morfologia das colonias foi
alterada na presenca de pectina e quitosana, levando a exclusdo destes polimeros nas etapas
seguintes. A sobrevivéncia ap6s a secagem foi ligeiramente superior a do B. subtilis, variando
entre 72,4% e 82,8%, com destaque para os rendimentos de GA (69,9%) e MD (53,5%). As
microparticulas atingiram didmetros de até 4,19 um. O L. casei demonstrou maior manutengao
da viabilidade gastrointestinal do que o B. subtilis, mantendo contagens elevadas de 6,90 a 7,31
Log UFC/mL apds a simulagdo completa. Em ambos os casos, a temperatura de 80 °C foi a
mais eficiente para o rendimento. O armazenamento sob refrigeracdo (4 °C) garantiu a
estabilidade das células por 90 dias com perdas minimas. Conclui-se que o encapsulamento via
spray drying € uma estratégia robusta para a entrega de probioticos viaveis na aquicultura

Palavras chaves: Aquicultura, probioticos, microencapsulagao, spray drying, biopolimeros.



ABSTRACT

The development of more sustainable aquaculture depends on the adoption of strategies that
enhance the health and performance of cultured aquatic organisms while reducing the use of
antibiotics. Among these strategies, probiotics have gained considerable attention due to their
ability to modulate the intestinal microbiota, improve feed conversion efficiency, and
strengthen the immune response. However, their application is still limited by the sensitivity of
these microorganisms to processing and storage conditions. To address these limitations, this
study investigated the encapsulation of Bacillus subtilis and Lactobacillus casei using spray
drying, an efficient technique for converting liquid suspensions into dry microparticles under
controlled conditions. The study evaluated the use of biopolymers including sodium alginate,
maltodextrin, gum arabic, sucrose, pectin, and chitosan. Compatibility tests showed that
bacterial growth was not adversely affected by exposure to the polymers, with cell counts
remaining above 9 Log CFU/mL prior to drying. During the spray-drying process, an inlet
temperature of 80 °C was identified as the most suitable condition, providing the highest yields
while preserving probiotic thermal stability. For B. subtilis, growth was not influenced by prior
exposure to the polymers. Following spray drying at 80 °C, survival rates ranged from 72.2%
to 79.9%, while the highest process yields were obtained with gum arabic (57.6%), pectin
(58.3%), and the gum arabic—maltodextrin blend (63.7%). The resulting B. subtilis
microparticles exhibited mean diameters predominantly below 3.6 pm. In simulated
gastrointestinal assays, the alginate—pectin formulation (BS2) showed the greatest stability,
maintaining cell counts of 6.43 Log CFU/mL at the end of the experiment. For L. casei, colony
morphology was altered in the presence of pectin and chitosan, leading to the exclusion of these
polymers from subsequent stages of the study. Survival after drying was slightly higher than
that observed for B. subtilis, ranging from 72.4% to 82.8%, with gum arabic (69.9%) and
maltodextrin (53.5%) providing the highest yields. The microparticles reached diameters of up
to 4.19 um. L. casei demonstrated greater retention of viability under simulated gastrointestinal
conditions than B. subtilis, maintaining counts between 6.90 and 7.31 Log CFU/mL after
completion of the assay. For both strains, an inlet temperature of 80 °C resulted in the most
favorable process yields. Refrigerated storage at 4 °C preserved cell stability for 90 days with
only minimal losses in viability. These findings indicate that spray-drying encapsulation is a
robust approach for delivering viable probiotics in aquaculture applications.

Keywords: Aquaculture, probiotics, microencapsulation, spray drying, biopolymers.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Esquema do processo de secagem por atOmMiZaga0. .......ccuevveereereeneeenueenenieenuennenne 22
Figura 2. Isolamento das cepas de B. subtilis e L.casei € sua manutengao. .............ccceevuernee.. 27

Figura 3. Determinacao da curva de crescimento e correlagdo entre OD600 e unidades
formadoras de colonias (UFC). ........ccciiiiiiiiiieeee et 28
Figura 4. Quantificacdo da viabilidade de B. subtilis e L. casei em solugdes poliméricas. ....29
Figura 5. Processo de microencapsulagdo dos probioticos no spray drying ................c......... 30
Figura 6. Curva de crescimento obtida para (A) B. subtilis por OD600, (B) B. subtilis por
LoglO(UFC/mL) (C) L. casei por OD600, (D) L. casei por LoglO(UFC/mL)........................ 36
Figura 7. Curva de padronizacao para DO600 versus Log UFC/mL: A) B. subtilis, B) L.
COSC. vttt ettt ettt ettt e at e ettt e bt et e bt e a bt e bt e a bt e e h bt eab e e b et et e e nat e e bt e nbaeeaeen 37
Figura 8. Crescimento bacteriano de B. subtilis exposto aos materiais de parede em placas de
dgar LB com dilui¢do decimal 10°%: (A) Alginato de sodio, (B) Maltodextrina, (C) Goma
arabica, (D) Sacarose, (E) Pectina, (F) QUit0Sana. ..........c.ccceeveeriieiiienieeiienieeieeeee e sve e 38
Figura 9. Crescimento bacteriano de L. casei exposto aos materiais de parede em placas de
dgar MRS com dilui¢do decimal 10°: (A) Alginato de sédio, (B) Maltodextrina, (C) Goma
arabica, (D) Sacarose, (E) Pectina, (F) QUitosana. ..........cccoecueeviiiiiienieeiiesie e 38

Figura 10. Viabilidade Log UFC/mL de B. subtilis e L. casei expostos aos materiais de

Figura 11. Efeito do armazenamento na viabilidade celular de microcapsulas contendo B.
subtilis e L. casei produzidas por spray drying a 80 °C. A) Armazenamento em temperatura
ambiente (22 °C). B) Armazenamento sob refrigeracao (4 °C). ...occevvveiieniienieniiieieesieeieane 48
Figura 12. Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e
distribuicao do didmetro das microcapsulas produzidas por secagem por atomizagao. (A—B)
BS1; (C-D) BS2; (E-F) BS3; (G-H) LC1; (I-J) LC2. As imagens de MEV mostram a
morfologia superficial das microcapsulas, enquanto os graficos apresentam a distribui¢ao (%)
de frequéncias de didmetro das particulas. .........cccueeeriieeiiiieiiie e 51
Figura 13. Distribuicao do tamanho médio das particulas dos pos otimizados contendo B.
SUDLILIS € L.CASCI. ..ottt ettt st ettt sttt et st e bt 54
Figura 14. Viabilidade celular de B. subtilis (BS1, BS2 e BS3) e L. casei (LC1 e LC2)
microencapsulados e ndo encapsulados (BS, LC) submetidos a condi¢des gastrointestinais

simuladas nos tempos 0, 2 e 4 horas. Os resultados sao expressos em Log UFC/mL. ............ 56



10

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Polimeros com potencial de aplicagdo em aquicultura. ...........ccccceevveriiieniienneenen. 23
Tabela 2. Pardmetros de secagem e concentragdo de polimero utilizados para o preparo de
microparticulas contendo as bactérias probioticas B.subtilis € L. cASei. ..........ccceveeecrveennnennn. 31
Tabela 3. Rendimento (%) e porcentagem de sobrevivéncia (%) de B. subtilis e L. casei
microencapsulados com diferentes materiais de parede em diferentes temperaturas de
SECAZEINL. .uvveeurreenureeenuteeenureeeureessseesaseeesasteesaseeeasseeesssaeenseesnsseeansseesnsseesnsseesnseeennseeennseesnnseesnnsens 40
Tabela 4. Distribuicao do tamanho de particulas, indice de polidispersao (PdI) e potencial
zeta das microcapsulas de B. SUDLIliS € L. CASCI........ccuueecueeeeeieeciieecieeeciieeeeeeeieeesvee e vee e 43
Tabela 5. Efeito da temperatura de armazenamento, em temperatura ambiente (22 °C) e sob
refrigeragdo (4 °C), na viabilidade de microcapsulas contendo B. subtilis € L. casei produzidas
por spray drying a uma temperatura de entrada de 80 °C. .........ccccevviiniiiiniiiniiniiece 46
Tabela 6. Caracteristicas fisico-quimicas das microcépsulas de B. subtilis e

L.casei produzidas com diferentes materiais de parede. ..........cceevveevrierieiiienieenienie e 50

Tabela 7. Caracterizagdo da distribuicdo de tamanho das formulagdes analisadas: d0,9, D[4:3]



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA: Anidlise de Variancia

AS: Alginato de Sodio

aw: Atividade da dgua

BS: Bacillus subtilis

FAOQO: Food and Agriculture Organization
FDA: Food and Drug Administration
GA: Goma arabica

LB: Meio de cultivo Luria Bertani

LC: Lactobacillus casei

Log: Logaritmo

MD: Maltodextrina

MEV: Microscopia Eletronica de Varredura
MRS: Meio de cultivo Man, Rogosa e Sharpe
OD600: Densidade 6tica a 600 nm

OMS: Organizagdo Mundial da Satude
PdI: indice de Polidispersio

PEC: Pectina

QS: Quitosana

rpm: revolugdes por minuto

SC: Sacarose

SGJ: Solugao Gastrica Simulada

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

UV-Vis: Espectroscopia no Ultravioleta Visivel

11



12

SUMARIO

1 INTRODUGAO ... 14
2 REVISAO DE LITERATURA ......coooiiiiiieeeeeeeeee e 15
2.1 AQUICUITUTA ...ttt e e e e et e e s e e e s abeeessaeeessseeesseesnseeennns 15
2.2 Probidticos na aquICUItUIA .........eeeviiiiiie et vee e 16
2.2.1 BaACIIIUS SUDIIILS ...ttt 18
222 LaACtODACIIIUS CASCI ...t 18
2.3 Estratégias de encapsulamento na aquicultura ...........cccccoeceeriiiiieniieiienie e 19
2.3.1 Encapsulamento de probiOtiCOS ........cccuieiuieeriieeiiieeiieeeiieeeieeeeree e e 20
2.3.2 SPFAY AVVING oottt ettt ettt s e s e e ebee e snbeeesaaeeennaeeen 22
2.33 Biopolimeros para encapsulamento de probidtiCos...........cccveevreeveerveenieennnnne. 23
3 OBIETIVOS ...ttt et ettt ettt e bttt e bt et e e aeees 25
3.1 ODbJEtIVOS ESPECTIICOS . .viieuiieiiieiieeiie ettt ettt ettt e et e et e e beestaeesbeessreenseensseenns 25
4 MATERIAL E METODOS.......oiriirierreeineeeiessisessesessssssssessssesssesssssesssssssssssssssnns 26
4.1 Microrganismos € SUa MANULETICAO. ....c.uveeerurreerereeeureearreensreesseeesseeesseessseessseesnnns 26
4.1.1 BaACIIIUS SUDIILLS ...ttt et et 26
4.1.2 LaACIODACIIIUS CASCI ...ttt e 26
4.13 CUltUIA ESTOQUE ...ttt et e 26
4.2 Curva de crescimento de MICIOrZANISINOS ......cc.eeuerrrerreerierierieerieeeenieenieeeesseenieenens 27
4.3 Viabilidade dos microrganismos expostos ao material de parede..........c.ccocoevuennen. 28
4.4  Otimizagao da prepara¢do de microparticulas por spray drying ...............cccceeeuee. 30
4.5  Rendimento do processo e recuperacdo do Produto ..........ccceevveereeeiiienieenieenieenneans 31
4.6 Sobrevivéncia dos probidticos microencapsulados ..........ceccvveevciieeriiieeniieeiniie e 32
4.7 Distribui¢ao do tamanho, indice de polidispersao e potencial Zeta das microcéapsulas
TESUSPEIISAS ..uvvveeeeuerrreeesuuureeeeanseeeeaauseeeesanseeeesasseeessansseeessnnsseessanssseessnsseeesssnsseeessnssseesennseeens 32

4.8 Avaliagao da viabilidade dos probioticos microencapsulados durante o

ATTNAZENAINIEINTO ..ot eeiiireieeeeeeeeetta e eeseeeeettaaaaaeseseeessaasanesesesessssnanasesssesessmannasssssesesssannnns 32



6

7

13

4.9  Caracterizagdo quimica e fisico-quimica das microcapsulas ..........ccccoeeeeerverveennnns 33
4.9.1 UMIAAAE ..ttt 33
4.9.2 Atividade da AUA .......cceiiiiiiiiieieee e 33
493 UMEAECTMENLO ...ttt sttt st 33

4.10 Caracterizagdo morfoldgica das microcapsulas mediante Microscopia Eletronica de

Varredura e medi¢ao do didmetro médio por difracao de laser.........c.cceeveveeeeiieenieeenienee, 34
4.11 Ensaio de simulagao gastrointestinal.............ccccueeeeuieeeiiiiiiiieeeie e 34
412 ANALISE STATISTICA .eeeutieiiieiie ittt et e 35

RESULTADOS E DISCUSSAD ....ovuuiiiriiiiiireirecintineieeseseneiseiessessssise e ssessssssesssssesens 35
5.1 Curvas de crescimento doS MICTOTZANISINOS .....cevveruverrieriereerienieeieetenieeieseenreennens 35
52 Sobrevivéncia dos microrganismos expostos ao material de parede........................ 37
53 Otimizacao da preparagdao de microparticulas por spray drying ..............c.ccoeeue..... 40
5.4  Diametro médio, indice de Polidispersdo e Potencial Zeta. ............cccooeveeueveeeeennens 43

5.5  Viabilidade das microcapsulas probioticas armazenadas a temperatura ambiente e

sob refrigerac@o a0 10nZ0 dO LEMPO. ...cueieiiiiiiiiiieiieeieee e 46

5.6  Umidade, atividade na agua e tempo de umedecimento das microcépsulas

PrODIOTICAS APOS SECAZEIN ...ttt ettt et ste ettt be et st sbe e bt et e sbeesbeeeesaeenaeenneas 49
5.7 Microscopia Eletronica de Varredura das microcépsulas probioticas...................... 51
5.8  Distribuigdo do tamanho das particulas das microcapsulas selecionadas ................ 53

5.9 Sobrevivéncia dos probidticos microencapsulados a condigdes gastrointestinais

310 8101 F:Ya F2 R IO SRS 55
CONCLUSOES ..ot et e et e e e e e e e e e s s e e es e s e e es e s eeseseesesenene 59
REFERENCTIAS oo e s e 60



14

1 INTRODUCAO

A sobrepesca e a exaustao dos recursos colocaram a pesca selvagem sob uma pressao
consideravel (Roberson et al., 2020; Dulvy et al., 2021). Os resultados desta pressdo sao
observados na redugdo dos rendimentos pesqueiros e no aumento do nimero de espécies
ameacadas (Ramaiah., 2006). Em resposta a crescente demanda por produtos aquicolas, a
industria passou a adotar sistemas de producdo mais intensivos e praticas de aquicultura de alta
densidade (Stotz, 2000; Bogmans e Soest, 2021). Entretanto, a intensificacdo dos cultivos
também ampliou desafios relacionados ao manejo, a qualidade da agua, a ocorréncia de
enfermidades e a eficiéncia produtiva, evidenciando a necessidade de estratégias capazes de
promover o crescimento dos organismos cultivados de forma sustentavel (Vulla et al., 2024).
Nesse cenario, a nutrigdo desempenha papel fundamental na aquicultura, influenciando
diretamente o crescimento, a conversdao alimentar, a saude intestinal ¢ o aproveitamento dos
nutrientes pelos organismos cultivados. Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias
nutricionais inovadoras tem recebido crescente atencdo, especialmente por meio da
incorpora¢do de ingredientes funcionais capazes de otimizar o desempenho produtivo e
promover a saude dos animais (Brum et al., 2025).

Diante essa necessidade, os avancos tecnoldgicos na aquicultura tém impulsionado o
desenvolvimento e a ado¢do de estratégias mais sustentdveis para a nutricdo, prevencao de
enfermidades e a melhoria do desempenho produtivo, destacando-se o uso de compostos
bioativos (Qi et al., 2009; Ringe et al., 2012; Dezfooli et al., 2018). Entre os diferentes
compostos bioativos empregados na aquicultura, os probioticos tém recebido destaque devido
a sua capacidade de promover a saude intestinal, melhorar o aproveitamento dos nutrientes e
favorecer o desempenho produtivo dos organismos cultivados. Além dos probioticos, outras
estratégias incluem suplementos nutricionais, imunoestimulantes e vacinas (Reverter et al.,
2014; Zhang, Li e Guo, 2021). Contudo, embora os estudos demonstrem a eficicia dessas
estratégias, persistem desafios significativos na entrega efetiva dos bioativos. Esses desafios
incluem garantir a concentragdo adequada, manter a estabilidade e a especificidade da espécie
(Boyd., 2020). As técnicas convencionais de distribui¢do, como imersdo, inje¢do, suplementos
dietéticos e enriquecimento de alimentos vivos, muitas vezes enfrentam limitagdes, como
concentragdes insuficientes e instabilidade durante o armazenamento (El-Saadony et al., 2021).
Para aproveitar ao maximo esses avangos, ¢ importante desenvolver métodos de distribuigao
mais sofisticados e acessiveis, possibilitando uma implementagdo comercial bem-sucedida na

aquicultura.


https://doi.org/10.1016/j.cub.2021.08.062
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Os sistemas modernos de aquicultura demandam estratégias sustentaveis e eficientes
para superar os desafios relacionados a sanidade, ao desempenho produtivo e a sustentabilidade
ambiental. Entre essas estratégias, destaca-se o desenvolvimento de sistemas de liberagdo
direcionada de compostos bioativos, capazes de aumentar a eficiéncia de sua aplicacao e
potencializar seus efeitos (Fajardo et al., 2022). Esses sistemas consistem em tecnologias e
formulagdes projetadas para transportar e liberar moléculas bioativas de forma controlada e
direcionada ao local de agdo, aumentando sua estabilidade, biodisponibilidade e eficacia (Wu
et al., 2020; Klojdova et al., 2023). Sistemas avancados de administracdo de medicamentos,
incluindo cépsulas biocompativeis e biodegradaveis, foram desenvolvidos para fornecer
nutrientes, probidticos, genes e produtos quimicos especificos de forma controlada e sustentada,
beneficiando aplicagdes humanas e veterinarias. Esses sistemas de entrega ndo apenas evitam
a liberacdo de substancias indesejadas no meio ambiente, mas também prolongam a vida util
dos materiais encapsulados (Cerbu et al., 2021), garantindo a entrega precisa de bioativos ao

organismo-alvo.


https://doi.org/10.3390/molecules26030523
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram que a secagem por atomizagao, associada a selecdo
adequada de biopolimeros, constitui uma estratégia eficiente para o encapsulamento de Bacillus
subtilis e Lactobacillus casei, garantindo elevada viabilidade celular, estabilidade durante o
armazenamento e resisténcia as condi¢des simuladas do trato gastrointestinal. Esses achados
confirmam que o processo empregado foi capaz de preservar as caracteristicas necessarias para
que os probidticos mantenham seu potencial funcional apds o processamento e durante sua
aplicagdo.A influéncia das condigdes de secagem e da composicao dos materiais encapsulantes
evidencia que a eficiéncia do sistema depende da combinagao entre os parametros do processo
e as propriedades dos biopolimeros utilizados. Nesse contexto, as formulagdes BS2 (B. subtilis
+ alginato + pectina) e LC2 (L. casei + alginato + maltodextrina) apresentaram o melhor
desempenho global, reunindo caracteristicas desejaveis quanto a estabilidade, protecdo celular
e qualidade fisico-quimica das microparticulas, o que as torna candidatas promissoras para
futuras aplicagdes. Dessa forma, este estudo amplia o conhecimento sobre o encapsulamento
de probidticos por secagem por atomizagdo e demonstra o potencial dessa tecnologia para o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo mais eficientes destinados a aquicultura. Além de
contribuir para a estabilidade e a eficidcia dos microrganismos probioticos, essa abordagem
representa uma alternativa capaz de favorecer o uso de aditivos bioldgicos mais seguros e
sustentaveis, reduzindo a dependéncia de antimicrobianos e contribuindo para o avango de
sistemas aquicolas mais eficientes e ambientalmente responsaveis. Embora os resultados
obtidos sejam promissores, estudos futuros envolvendo ensaios in vivo em espécies aquicolas
serdo essenciais para confirmar a eficicia das formulagdes desenvolvidas, bem como avaliar
seu impacto sobre o desempenho zootécnico, a resposta imunoldgica e a saude intestinal dos

organismos cultivados em condig¢des reais de produgao.
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