
 

 

 
RESSALVA 

 

 

Atendendo solicitação do autor,  
o texto completo deste documento será 

disponibilizado somente a partir de 
02/07/28. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

DANIEL MAURICIO CHAVES REALPE 

 

 

 

 

 

 

 

ENCAPSULAMENTO DOS PROBIÓTICOS Bacillus subtilis E Lactobacillus 

casei PARA USO EM AQUICULTURA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sorocaba 

2026 



   

 

 

 

 

 

 

DANIEL MAURICIO CHAVES REALPE 

 

 

 

 

ENCAPSULAMENTO DOS PROBIÓTICOS Bacillus subtilis E Lactobacillus 

casei PARA USO EM AQUICULTURA 

 

 

 

 

Dissertação apresentada como requisito para a 

obtenção do título de Mestre em Ciências 

Ambientais da Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho” na Área de 

Concentração Diagnóstico, Tratamento e 

Recuperação Ambiental 

 

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Fernandes 

Fraceto 

 

 

 

 

 

 

                                                   

Sorocaba 

2026 



5 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Ao Programa de Pós-Graduação em Ciências Ambientais da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, pela oportunidade de realizar o curso de mestrado. O 

presente trabalho foi realizado com apoio da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São 

Paulo (FAPESP), Brasil. Processo nº 2024/05067-0. 

Ao meu orientador, Professor Dr. Leonardo Fernandes Fraceto, pela oportunidade de 

integrar seu grupo de pesquisa, pelos conhecimentos compartilhados na área e pelos valiosos 

ensinamentos transmitidos ao longo desta trajetória. 

Ao grupo de pesquisadores do Laboratório de Nanotecnologia Ambiental do ICTS da 

UNESP Sorocaba especialmente a Dra. Patrícia Luiza de Freitas Proença, pelos ensinamentos 

compartilhados, pela amizade construída e pelo apoio constante, que contribuíram 

significativamente para o meu crescimento acadêmico e pessoal.  

Aos funcionários do Programa de Pós-Graduação em Ciências Ambientais da UNESP, 

pela gentileza, pelo apoio e pela colaboração prestados de diferentes formas durante este 

período. 

Aos meus amigos brasileiros e de outros países, por tornarem mais leve e acolhedora a 

minha estadia neste país, por me fazerem sentir em casa e por compartilharem comigo sua 

cultura, experiências, amizade e amor. 

Aos meus pais, Yamile Realpe e José Chaves, ao meu irmão Sebastian Chaves, pelo 

apoio constante, motivação e presença fundamental na minha vida, e aos demais familiares que 

sempre me acompanharam nesta longa jornada. Esta conquista é minha e deles. 

A Deus, por me conceder coragem, força e proteção em todos os momentos da minha 

vida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Nada en la vida debe ser temido, solo comprendido. Ahora es el momento de entender más, 

para que podamos temer menos."  

-Marie Curie 



7 

 

 

RESUMO 

 

O desenvolvimento de uma aquicultura mais sustentável depende da adoção de estratégias que 

promovam a saúde e o desempenho dos organismos cultivados, reduzindo o uso de antibióticos. 

Entre essas estratégias, os probióticos têm recebido destaque por sua capacidade de modular a 

microbiota intestinal, melhorar a conversão alimentar e fortalecer a resposta imune. Contudo, 

sua utilização ainda é limitada pela sensibilidade dos microrganismos às condições de 

processamento e armazenamento. Para superar essas barreiras, este estudo focou na 

encapsulação das cepas Bacillus subtilis e Lactobacillus casei por meio da técnica de spray 

drying (secagem por atomização), um método eficiente para converter suspensões líquidas em 

micropartículas secas em condições controladas. A pesquisa avaliou biopolímeros como 

alginato de sódio, maltodextrina, goma arábica, sacarose, pectina e quitosana. Os resultados de 

compatibilidade mostraram que o crescimento das células não foi prejudicado pela exposição 

aos polímeros, 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 probióticos. Os resultados para 

o B. subtilis indicaram que o crescimento da cepa não foi afetado pela exposição prévia aos 

polímeros. Após o spray drying a 80 °C, a sobrevivência variou entre 72,2% e 79,9%, com os 

maiores rendimentos obtidos para as matrizes de GA (57,6%), PEC (58,3%) e a mistura 

GA+MD (63,7%). As micropartículas de B. subtilis apresentaram diâmetros médios 

majoritariamente inferiores a 3,6 µm. Nos ensaios gastrointestinais simulados, a formulação 

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 colônias foi 

alterada na presença de pectina e quitosana, levando à exclusão destes polímeros nas etapas 

seguintes. A sobrevivência após a secagem foi ligeiramente superior à do B. subtilis, variando 

entre 72,4% e 82,8%, com destaque para os rendimentos de GA (69,9%) e MD (53,5%). As 

micropartículas atingiram diâmetros de até 4,19 µm. O L. casei demonstrou maior manutenção 

da viabilidade gastrointestinal do que o B. subtilis, mantendo contagens elevadas de 6,90 a 7,31 

Log UFC/mL após a simulação completa. Em ambos os casos, a temperatura de 80 °C foi a 

mais eficiente para o rendimento. O armazenamento sob refrigeração (4 °C) garantiu a 

estabilidade das células por 90 dias com perdas mínimas. Conclui-se que o encapsulamento via 

spray drying é uma estratégia robusta para a entrega de probióticos viáveis na aquicultura 

 

Palavras chaves: Aquicultura, probióticos, microencapsulação, spray drying, biopolímeros. 
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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 μm. 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 μm. 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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A sobrepesca e a exaustão dos recursos colocaram a pesca selvagem sob uma pressão 

considerável (Roberson et al., 2020; Dulvy et al., 2021). Os resultados desta pressão são 

observados na redução dos rendimentos pesqueiros e no aumento do número de espécies 

ameaçadas (Ramaiah., 2006). Em resposta à crescente demanda por produtos aquícolas, a 

indústria passou a adotar sistemas de produção mais intensivos e práticas de aquicultura de alta 

densidade (Stotz, 2000; Bogmans e Soest, 2021). Entretanto, a intensificação dos cultivos 

também ampliou desafios relacionados ao manejo, à qualidade da água, à ocorrência de 

enfermidades e à eficiência produtiva, evidenciando a necessidade de estratégias capazes de 

promover o crescimento dos organismos cultivados de forma sustentável (Vulla et al., 2024). 

Nesse cenário, a nutrição desempenha papel fundamental na aquicultura, influenciando 

diretamente o crescimento, a conversão alimentar, a saúde intestinal e o aproveitamento dos 

nutrientes pelos organismos cultivados. Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias 

nutricionais inovadoras tem recebido crescente atenção, especialmente por meio da 

incorporação de ingredientes funcionais capazes de otimizar o desempenho produtivo e 

promover a saúde dos animais (Brum et al., 2025).   

Diante essa necessidade, os avanços tecnológicos na aquicultura têm impulsionado o 

desenvolvimento e a adoção de estratégias mais sustentáveis para a nutrição, prevenção de 

enfermidades e a melhoria do desempenho produtivo, destacando-se o uso de compostos 

bioativos (Qi et al., 2009; Ringø et al., 2012; Dezfooli et al., 2018). Entre os diferentes 

compostos bioativos empregados na aquicultura, os probióticos têm recebido destaque devido 

à sua capacidade de promover a saúde intestinal, melhorar o aproveitamento dos nutrientes e 

favorecer o desempenho produtivo dos organismos cultivados. Além dos probióticos, outras 

estratégias incluem suplementos nutricionais, imunoestimulantes e vacinas (Reverter et al., 

2014; Zhang, Li e Guo, 2021). Contudo, embora os estudos demonstrem a eficácia dessas 

estratégias, persistem desafios significativos na entrega efetiva dos bioativos. Esses desafios 

incluem garantir a concentração adequada, manter a estabilidade e a especificidade da espécie 

(Boyd., 2020). As técnicas convencionais de distribuição, como imersão, injeção, suplementos 

dietéticos e enriquecimento de alimentos vivos, muitas vezes enfrentam limitações, como 

concentrações insuficientes e instabilidade durante o armazenamento (El-Saadony et al., 2021). 

Para aproveitar ao máximo esses avanços, é importante desenvolver métodos de distribuição 

mais sofisticados e acessíveis, possibilitando uma implementação 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 sustentáveis e eficientes 

para superar os desafios relacionados à sanidade, ao desempenho produtivo e à sustentabilidade 

ambiental. Entre essas estratégias, destaca-se o desenvolvimento de sistemas de liberação 

direcionada de compostos bioativos, capazes de aumentar a eficiência de sua aplicação e 

potencializar seus efeitos (Fajardo et al., 2022). Esses sistemas consistem em tecnologias e 

formulações projetadas para transportar e liberar moléculas bioativas de forma controlada e 

direcionada ao local de ação, aumentando sua estabilidade, biodisponibilidade e eficácia (Wu 

et al., 2020; Klojdová et al., 2023). Sistemas avançados de administração de medicamentos, 

incluindo cápsulas biocompatíveis e biodegradáveis, foram desenvolvidos para fornecer 

nutrientes, probióticos, genes e produtos químicos específicos de forma controlada e sustentada, 

beneficiando aplicações humanas e veterinárias. Esses sistemas de entrega não apenas evitam 

a liberação de substâncias indesejadas no meio ambiente, mas também prolongam a vida útil 

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 CONCLUSÕES  

 

Os resultados obtidos demonstram que a secagem por atomização, associada à seleção 

adequada de biopolímeros, constitui uma estratégia eficiente para o encapsulamento de Bacillus 

subtilis e Lactobacillus casei, garantindo elevada viabilidade celular, estabilidade durante o 

armazenamento e resistência às condições simuladas do trato gastrointestinal. Esses achados 

confirmam que o processo empregado foi capaz de preservar as características necessárias para 

que os probióticos mantenham seu potencial funcional após o processamento e durante sua 

aplicação.A influência das condições de secagem e da composição dos materiais encapsulantes 

evidencia que a eficiência do sistema depende da combinação entre os parâmetros do processo 

e as propriedades dos biopolímeros utilizados. Nesse contexto, as formulações BS2 (B. subtilis 

+ alginato + pectina) e LC2 (L. casei + alginato + maltodextrina) apresentaram o melhor 

desempenho global, reunindo características desejáveis quanto à estabilidade, proteção celular 

e qualidade físico-química das micropartículas, o que as torna candidatas promissoras para 

futuras aplicações. Dessa forma, este estudo amplia o conhecimento sobre o encapsulamento 

de probióticos por secagem por atomização e demonstra o potencial dessa tecnologia para o 

desenvolvimento de sistemas de liberação mais eficientes destinados à aquicultura. Além de 

contribuir para a estabilidade e a eficácia dos microrganismos probióticos, essa abordagem 

representa uma alternativa capaz de favorecer o uso de aditivos biológicos mais seguros e 

sustentáveis, reduzindo a dependência de antimicrobianos e contribuindo para o avanço de 

sistemas aquícolas mais eficientes e ambientalmente responsáveis. Embora os resultados 

obtidos sejam promissores, estudos futuros envolvendo ensaios in vivo em espécies aquícolas 

serão essenciais para confirmar a eficácia das formulações desenvolvidas, bem como avaliar 

seu impacto sobre o desempenho zootécnico, a resposta imunológica e a saúde intestinal dos 

organismos cultivados em condições reais de produção. 
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