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EFEITO DOS PROCESSOS DE MICROENCAPSULA(}AO POR SPRAY DRYING E
POR EXTRUSAO SOBRE Saccharomyces cerevisiae RELATIVO A VIABILIDADE,
CAPACIDADE PROBIOTICA E POTENCIAL ADSORVENTE IN VITRO DE
AFLATOXINA B1 E OCRATOXINA A

RESUMO

A utilizaco de probidticos, a base de leveduras, como a Saccharomyces cerevisiae, que
guando acrescentadas a alimentos contaminados apresentem potencial de adsorcdo de
micotoxinas, apresenta-se como alternativa para minimizar o impacto negativo destes
contaminantes na sanidade animal. A grande utilizacdo de meios artificiais de cultivo de
micro-organismos fez crescer a preocupacao com a manutencao de culturas viaveis, visto que
culturas microbioldgicas sdo sensiveis as condicdes ambientais, podendo haver perda de sua
viabilidade. A implementacdo de métodos eficientes de preservacao de espécies microbianas,
como a microencapsulacdo, busca manter essa viabilidade e a estabilidade a longo prazo,
promovendo protegdo contra condigdes adversas. Dessa forma, este trabalho teve como
objetivo testar a interferéncia dos processos de microencapsulacdo por spray drying e por
extrusdo sobre a viabilidade da S. cerevisiae A8L2, isolada de viveiros de piscicultura,
armazenada sob diferentes temperaturas (4,0°C, ambiente [entre 18 e 30°C] e 35°C), referente
a capacidade probiotica e potencial adsorvente, in vitro, de Aflatoxina B1 (AFB;) e
Ocratoxina A (OTA). Apobs 60 dias, a levedura microencapsulada por ambos os métodos,
apresentou contagem de células vidveis acima do minimo recomendado para 0 emprego como
agente probi6tico em alimentos, de 10° UFC/g, nas trés temperaturas de armazenamento,
propiciando subsidios para a realizagdo dos testes probioticos e adsorventes. Na temperatura
de 35°C observou-se que as contagens de células sofreram maiores reducGes e apresentaram
menores valores ao final de 60 dias, indicando ser uma condicdo de armazenamento mais
agressiva a levedura, sendo a menos indicada entre as trés condi¢des analisadas. As leveduras
microencapsuladas foram submetidas aos seguintes testes para avaliacdo da capacidade
probidtica: inibicdo de micro-organismos patogénicos, auto-agregacdo e capacidade de co-
agregacdo, bem como ao testes de adsorcdo in vitro de AFB; e OTA. Constatou-se que a
Saccharomyces cerevisiae A8L2 microencapsulada através dos métodos spray drying e
extrusdo, utilizando como agentes encapsulantes a maltodextrina e o alginato de sddio,
respctivamente, apresentou resultados satisfatérios para capacidade probidtica e adsorcdo in
vitro de AFB; e OTA, nas condigdes de armazenamento especificadas, mantendo as
propriedades ap0s 0s processamentos tecnologicos, fornecendo subsidios para que as duas
técnicas possam ser utilizadas na conservagdo de micro-organismos, potencializando o uso da
levedura como agente probiotico e adsorvente de micotoxinas em posteriores testes in vivo,
mesmo quando armazenadas em diferentes condi¢Ges de temperatura.

Palavras-chave: Alginato de sddio; Armazenamento; Levedura; Maltodextrina; Micotoxinas.
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EFFECT OF SPRAY DRYING AND BY EXTRUSION MICROENCAPSULATION
PROCESSES ON Saccharomyces cerevisiae CONCERNING THE VIABILITY,
PROBIOTIC CAPACITY AND ADSORBENT POTENTIAL IN VITRO OF
AFLATOXIN B1 AND OCHATOXIN A
ABSTRACT

The use of yeast based probiotics, such as Saccharomyces cerevisiae, which, when added to
contaminated foods, has potential for adsorption of mycotoxins, is an alternative to minimize
the negative impact of these contaminants on animal health. The great use of artificial means
of cultivating microorganisms has grown the concern with the maintenance of viable cultures,
since microbiological cultures are sensitive to the environmental conditions, and their
viability may be lost. The implementation of efficient methods of preservation of microbial
species, such as microencapsulation, seeks to maintain this viability and long-term stability,
promoting protection against adverse conditions. The objective of this work was to test the
interference of microencapsulation by spray drying and extrusion on the viability of S.
cerevisiae A8L2, isolated from fish farms, stored under different temperatures (4.0°C,
ambient [18 and 30°C] and 35°C), concerning probiotic and adsorptive capacity in vitro of
Aflatoxin B; (AFB;) and Ochratoxin A (OTA). After 60 days, the yeast microencapsulated by
both methods had a viable cell count above the minimum recommended for use as a probiotic
agent in foods of 10° CFU/g at the three storage temperatures, providing subsidies for the
probiotic tests and adsorbents. At 35°C it was observed that the cell counts suffered greater
reductions and presented lower values at the end of 60 days, indicating to be a more
aggressive storage condition to yeast, being the least indicated among the three conditions
analyzed. The microencapsulated yeasts were submitted to the following probiotic tests:
inhibition of pathogenic microorganisms, self-aggregation and co-aggregation capacity, as
well as the in vitro adsorption tests of AFB; and OTA. Saccharomyces cerevisiae A8L2
microencapsulated through the spray drying and extrusion methods using maltodextrin and
sodium alginate as the encapsulating agents was found to have satisfactory results for
probiotic capacity and in vitro adsorption of AFB; and OTA under storage conditions the
properties of the microorganisms, and the potential for the use of yeast as a probiotic agent
and mycotoxin adsorbent in later in vivo tests, even when stored in different temperature
conditions.

Keywords: Maltodextrin; Mycotoxins; Sodium alginate; Storage; Yeast.



1 INTRODUCAO

Os fungos encontram-se amplamente distribuidos no meio ambiente, sendo
contaminantes frequentes dos alimentos, como cereais e graos utilizados na formulacéo de
ragOes. A presenca desses micro-organismos na alimentagéo animal tem representado grandes
perdas econdmicas, pois estes podem causar diversos quadros inconvenientes relacionados a
reducdo de nutrientes, da palatabilidade e em condi¢bes favoraveis algumas espécies sao
produtoras de metabolitos secundarios, denominadas micotoxinas, que quando ingeridas
podem desencadear uma série de sinais clinicos adversos nos animais, como a exacerbada
reducdo na producéo, desempenho e reproducdo animal.

Para minimizar ou evitar os efeitos deste grande problema sdo utilizadas estratégias
como 0 uso de micro-organismos probiodticos, como a Saccharomyces cerevisiae, uma
levedura que quando adicionada a alimentagdo pode causar diversos efeitos benéficos sobre a
salde do consumidor, e além disso, quando adicionada a ragdo, possui a capacidade de atuar
como agente adsorvente de micotoxinas. Entretanto, as leveduras sdo micro-organismos que
podem sofrer uma série de danos se armazenadas em condi¢des ambientais inadequadas,
como a perca de resisténcia contra diversos fatores, como o calor e processamentos
empregados pela indUstria alimenticia, contra condic@es fisicas e quimicas do trato digestivo
dos animais, além de reducdo da vida atil do produto, com viabilidade e estabilidade com
prazo diminuto.

Na busca pela potencializacdo da eficiéncia na utilizacdo desses micro-organismos
como agentes probidticos e adsorventes de micotoxinas, sdo utilizadas diversas estratégias
gue buscam a conservacdo dessas propriedades benéficas das leveduras, entre elas destaca-se
a microencapsulacdo, uma técnica de preservacdo de micro-organismos que consiste no
envolvimento do agente de interesse por matrizes encapsulantes, como maltodextrina,
alginato de sddio, entre outros, formando uma camada protetora contra intempéries do
ambiente e condicOes intrinsecas dos animais, promovendo a viabilidade e estabilidade dos
micro-organismos por um maior periodo de tempo, aumentando a vida util do produto.

De acordo com estes fatos formulou-se a seguinte hipétese: os processos de
microencapsulacao por spray drying e por extrusdo mantém a viabilidade da Saccharomyces
cerevisiae preservando sua capacidade probidtica e seu potencial adsorvente in vitro de
Aflatoxina B1 (AFB;) e Ocratoxina A (OTA). Para testar a hipdtese, o objetivo geral do
presente trabalho foi: testar a interferéncia dos processos de microencapsulacdo por spray

drying e por extrusdo sobre a viabilidade da Saccharomyces cerevisiae referente a capacidade
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probidtica e potencial adsorvente in vitro de Aflatoxina B; (AFB;) e Ocratoxina A (OTA).

O trabalho foi dividido estruturalmente em dois capitulos, apresentados na forma de
artigos cientificos: Capitulo I: “Interferéncia da microencapsulacdo por spray drying e por
extrusdo sobre o rendimento, a eficiéncia e viabilidade de Saccharomyces cerevisiae”;
Capitulo IlI: “Interferéncia da microencapsulagdo por spray drying e por extrusdo sobre a
capacidade probidtica e potencial adsorvente de micotoxinas da Saccharomyces cerevisiae”.
Os artigos foram elaborados respectivamente de acordo com as normas das revistas: Food and
Bioproducts Processing e Pesquisa Agropecudria Brasileira, as quais serdo submetidos para

publicacéo.



11

2 REFERENCIAL TEORICO
Fungos

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, apresentando uma membrana nuclear que
envolve os cromossomos e 0 nucléolo, heterotroficos, aproveitando a energia contida nas
ligagbes quimicas de varios nutrientes, possuem uma parede celular quitinosa, citoplasma,
mitocondrias e nucleo, sdo ubiquos, estando naturalmente presentes no ambiente, constituindo
parte da biomassa do solo, atuando na decomposi¢cdo de materiais organicos, mineralizando
nutrientes, estabelecendo relacdes simbidticas, controlando pragas e algumas doencas. Podem
ser divididos em leveduras e fungos filamentosos. As leveduras, como a Saccharomyces
cerevisiae, sdo fungos que apresentam forma predominantemente unicelular, suas células
podem apresentar variados formatos conforme o género e espécie, de ovoides a algumas
espécies apresentarem células tdo alongadas que formam filamentos semelhantes a hifas, com
a multiplicagdo de suas células ocorrendo por brotamento multilateral ou através da formacéo
de pseudomicélios (FRANCO; LANDGRAF, 2008; RAJEEV BHAT et al., 2010;
MONTEIRO, 2012; MEIRELLES, 2016; SILVA; MALTA, 2016).

Os fungos filamentosos ou bolores sdo microrganismos pluricelulares, possuem sua
estrutura constituida basicamente de hifas, que em conjunto formam o micélio, podendo ser
classificados em fungos do campo, como o Fusarium, que infectam o produto ainda no
campo, e fungos de armazenamento, que invadem o produto pouco antes ou durante o
armazenamento, como 0s géneros Aspergillus e Penicillium. Esses trés géneros sdo 0s mais
frequentemente encontrados em alimentos e também, os maiores produtores de micotoxinas
(MARCIA; LAZZARI, 1998; FRANCO; LANDGRAF, 2008; SKRBIC et al., 2011;
TORTORA; CASE; FUNKE, 2012).

O género Aspergillus apresenta como caracteristicas ser filamentoso e facilmente
encontrado na natureza, como no solo, restos de plantas em decomposicdo e ambientes
fechados, sendo capaz de crescer e produzir metab6litos mesmo em baixas atividade de agua e
altas temperaturas, com sua importancia relacionada a capacidade de causar impactos
negativos a economia devido a producdo de micotoxinas e deterioragdo dos alimentos. As
principais micotoxinas produzidas pelo género Aspergillus sdo as aflatoxinas e as ocratoxinas,
destacando-se por serem metabodlitos bastante téxico para a maioria dos animais,

especialmente 0s monogastricos, sendo responsaveis por desencadear efeitos teratogénicos,
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hepatotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos (KLICH, 2007; KELLER, 2009; PITT;
HOCKING, 2009; PINHEIRO, 2013).

O género Penicillium é geralmente encontrado no solo, alimentos, ambientes secos e
sementes, possuem coldnias de crescimento rapido, compostas por uma grande presenca de
conidioforos. Possuem a textura variando de aveludada, algodonosa, funicular ou fasciculada
e simnemata e sdo fungos produtores de pigmentos sollveis e/ou exudatos. E importante no
que se refere a contaminacdo alimentar, além de ser causador de severas micotoxicoses e
alergias, porém também com destaque para sua utilizacdo como modelo em estudos basicos,
como muitas pesquisas aplicadas demonstrando seu enorme potencial biotecnoldgico, com
espécies sendo utilizadas no biocontrole, micoparasitismo, fontes de enzimas de interesse
industrial e novos farmacos para a industria farmacéutica (SAMSON; FRISVAD, 2004;
KELLER, 2009; CARDOSO FILHO et al., 2011; MONTEIRO, 2012; GARVIL; BORGES;
GALVAO, 2014).

Dentro do género Penicillium hé& espécies que produzem uma grande variedade de
micotoxinas, sendo algumas delas a citrinina, a ocratoxina A e a patulina (CARDOSO FILHO
et. al., 2011; GARVIL; BORGES; GALVAO, 2014).

Os fungos pertencentes ao género Fusarium apresentam crescimento rapido e sdo
largamente distribuidas no solo, principalmente nos cultivados, estando presente na
decomposicéo da celulose de algumas plantas, representando a maior causa de deterioracdo
em frutos, vegetais e cereais, além de também serem produtores de micotoxinas, como as
fumonisinas (SANTOS, 2012; PINHEIRO, 2013).

Micotoxinas

Micotoxinas sdo agentes quimicos produzidos durante 0 metabolismo secundéario de
fungos filamentosos tdxicos que podem contaminar os alimentos ainda no campo, no
transporte e durante o armazenamento. Tais substancias podem se desenvolver naturalmente
nos produtos alimenticios que sdo destinados para o consumo animal ou humano, e quando
ingeridas podem produzir efeitos agudos ou cronicos (micotoxicoses) (MIDIO; MARTINS,
2000; MAZIERO; BERSOT, 2010; PEREYRA et al., 2010; RIBEIRO; BARRETO;
HANNAS, 2015).

A presenca dos fungos na alimentacdo animal tem representado grandes perdas
econdmicas, por estes estarem associados a reducdo de nutrientes, palatabilidade e em
condicBes favoraveis algumas espécies sdo produtoras de metabdlitos secundarios. As ragdes,
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quando armazenadas em ambientes que oferecam condicdes favoraveis ao desenvolvimento
de fungos, representam substratos ideais para o crescimento destes e producdo de seus
metabolitos, as micotoxinas, consideradas contaminantes de dificil controle, devido sua
resisténcia a métodos quimicos e fisicos, que quando ingerida, apresenta acao tdxica para
humanos e animais (DANTIGNY et al., 2005; PEREIRA, 2005; IAMANAKA et al., 2010;
GABRIEL, 2013).

Uma unica espécie de fungo pode produzir mais de um tipo de toxina, e diversas
espécies de fungos podem produzir um mesmo tipo de micotoxina. Além disso, os efeitos
toxicos das micotoxinas podem ser potencializados pelo sinergismo que pode haver entre elas
ou com doencas, principalmente imunossupressoras (RIBEIRO; BARRETO; HANNAS,
2015).

Os fungos produtores de micotoxinas pertencem principalmente aos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium, e mesmo que o fungo seja inativado ou destruido e ndo
esteja mais presente no alimento, estes metab6litos podem ainda estar presentes e viaveis, por
serem resistentes tanto a métodos quimicos quanto fisicos. As principais micotoxinas
encontradas em alimentos sdo: aflatoxinas (B1, B2, G1, G2, M1 e M2), acido fusarico,
fumonisinas (B1 e B2), ocratoxina A, patulina, citrinina, zearalenona, tricotecenos e
esterigmatocistina (YOSHISAWA, 2001; PITT; HOCKING, 2009; MAZIERO; BERSOT,
2010; PIETSCH et al., 2013; RIBEIRO; BARRETO; HANNAS, 2015; SILVA et al., 2015).

Aflatoxina B;

As aflatoxinas sdo cumarinas altamente substituidas, produzidas principalmente por
Aspergillus flavus e A. parasiticus, porém, mais recentemente, as espécies A. nomius, A.
bombycis, A. pseudotamari e A. ochraceoroseus também tem se mostrado aflatoxigénicas. As
principais aflatoxinas conhecidas sdo denominadas de B1, B2, G1 e G2, com base nas suas
fluorescéncias sob luz ultravioleta (B=Blue, G=Green) e na sua mobilidade durante a
realizacdo de cromatografia de camada delgada, com a aflatoxina B; sendo a mais prevalente
e biologicamente ativa dentre as aflatoxinas, considerada o metabolito mais toxico para
maioria dos animais, responsavel por desencadear efeitos teratogénicos, hepatotdxicos,
mutagénicos e carcinogénicos, em que a ingestdo de grandes doses de aflatoxina resulta em
uma doenca chamada aflatoxicose, que costuma ser letal (FREIRE et al., 2007; KLICH, 2007;
FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009; CARDOSO FILHO; MURATORI, 2011; BRYDEN,
2012; ROCHA et al., 2014; MATEJOVA et al., 2017).
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Alimentos contaminados com aflatoxinas sdo responsaveis por causar danos em varias
espécies cultivadas em ambiente aquatico, gerando desequilibrios fisiologicos, reducdo do
crescimento, alteragdes histologicas, morfoldgicas, principalmente no figado e
consequentemente oferecem riscos a salde do consumidor, pela presenca da toxina na
musculatura de peixes (BOONYARATPALIN et al., 2001; GOPINATH et al., 2012).

Ocratoxina A

As ocratoxinas foram descobertas em 1965, produzidas por fungos da espécie
Aspergillus ochraceus, mas também podem ser produzidas por outras espécies como
Aspergillus alliaceus, Aspergillus alutaceus, Aspergillus carbonarius, Aspergillus meleus,
Aspergillus niger, Penicillium nordicum, Penicillium viridicatum e Penicillium verrucosum.
Sdo relatadas no minimo sete tipos de ocratoxinas, com a ocratoxina A sendo a mais
conhecida e toxica (MAGNOLLI et al., 2004; FREIRE et al., 2007; FRANCO; LANDGRAF,
2008; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009; WELKE; HOELTZ; NOLL, 2009; RIBEIRO;
BARRETO; HANNAS, 2015).

A Ocratoxina A (OTA) pode estar presente numa grande variedade de alimentos,
como vinho, sucos, uvas, cerejas, aveia, cevada, centeio, trigo, graos de café, castanhas do
Brasil, presunto curado e em outros produtos para consumo humano e animal (FREIRE et al.,
2007; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009; PEREIRA; SANTOS, 2011).

A OTA é uma isocoumarina ligada a uma molécula de fenilalanina, que afetam
enzimas envolvidas no metabolismo da fenilalanina, e também enzimas que a utilizam como
substrato. Tem a propriedade de se ligar a proteinas plasmaticas, o que faz a micotoxina
permanecer no sangue, retardando sua eliminag@o. No ser humano, essa substancia tem a mais
longa meia-vida para sua eliminagcdo e, na Europa, uma consideravel parte da populacdo
apresenta concentracdo de ocratoxina A no sangue, podendo ser toxica ao organismo (JECFA,
2001; FREIRE et al., 2007; FAZIO, 2009; PEREIRA; SANTOS, 2011).

Possui diversas propriedades toxicas, principalmente nefrotoxicas, além de
propriedades hepatotoxicas, citotdxicas, teratogénicas, imunossupressoras e carcinogénicas.
Esta micotoxina foi associada a nefropatia endémica dos Balcds, doenca caracterizada por
progressiva reducdo das fungdes renais em humanos, e a um grande ndmero de casos de
cancer no trato urinario, relacionando a carcinogénese a OTA (JECFA, 2001; FREIRE et al.,
2007; RINALDI et al., 2007; CARDOSO FILHO; MURATORI, 2011; PEREIRA; SANTOS,
2011; RIBEIRO; BARRETO; HANNAS, 2015).
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A ocratoxina A € classificada como carcindgeno do grupo 2B - Suspeito Carcindgeno
Humano pela Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (International Agency for
Research on Cancer — IARC) (FREIRE et al., 2007; PEREIRA; SANTQOS, 2011).

A Resolucdo RDC n°. 7, de 18 de fevereiro de 2011, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), regulamenta os limites maximos tolerados (LMT) de
algumas micotoxinas, como a ocratoxina A, destacando-se o limite para vinho e seus
derivados, suco de uva e polpa de uva (2 pg/kg), e cereais para posterior processamento,
incluindo gréo de cevada (20 pg/kg) (BRASIL, 2011).

Estratégias para controle de micotoxinas

Os impactos proporcionados pelas micotoxinas, substancias produzidas por fungos
filamentosos e prejudiciais a saide humana e animal, levaram ao desenvolvimento de
estratégias que possam impedir o crescimento de fungos, prevenir a formagdo de toxinas,
inativar ou reduzir sua biodisponibilidade em produtos contaminados (PINHEIRO, 2013;
RIBEIRO; BARRETO; HANNAS, 2015).

Devido ao perigo que a ingestdo das micotoxinas representam, faz-se necessario o uso
de medidas de controle como prevencdo da contaminacdo e do crescimento fungico, a
descontaminacao de alimentos, a inibi¢do ou adsorc¢ao no trato gastrointestinal de micotoxinas
presentes no alimento consumido, a inativacdo das toxinas, a diluicdo de partidas
contamindadas, a separacdo fisica dos contaminantes, a irradiacdo, a amonizacdo e
degradacdo por ozénio (GIL; LIMA, 1996; MALLMANN et al., 2006; RIBEIRO;
BARRETO; HANNAS, 2015).

Dentre os métodos fisicos, a secagem eficiente e a conservacdo sem umidade dos
produtos impede o crescimento de fungos e a formacéo de micotoxinas, o beneficamento de
grdos tem demostrado ser capaz de reduzir tanto os fungos presentes nos cereais como
também as micotoxinas presentes nos alimentos. A moagem tem demonstrado sucesso no
controle da deoxinivalenol, a separacdo por densidade pode reduzir niveis de tricotecenos e
zearalenona, o carvéo ativo tem se mostrado parcialmente efetivo na reducdo dos efeitos do
consumo de toxina T-2, tratamentos térmicos também sdo empregados e tem obtidos
resultados de diminuicgéo dos teores de aflatoxina, e o uso de irradiacdo, quer seja solar, raios
gama ou UV, pode diminuir o namero de unidades formadores de colonia e destruir parte da
micotoxina (AQUINO et al., 2005; HWANG; LEE, 2006; MALLMANN et al., 2006; FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2009; CARAO, 2014).
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A detoxificagdo quimica consiste no uso de &cidos, bases, aldeidos e agentes
oxidantes, empregando técincas como a amonizacgdo, a ozonizagdo e a acidificacdo, que
induzem modifica¢Bes quimicas irreversiveis, tornando a micotoxina ndo prejudicial aos seres
vivos, no entanto sdo meétodos pouco praticos, que podem ser ineficazes, comprometer a
palatabilidade do alimento e seus valores nutricionais (NORRED, 1993; CARAO, 2014).

Busca-se para o controle fungico uma alternativa para 0s agentes inorganicos
comumente utilizados, haja visto que estes tém efeitos negativos na satde humana, animal e
no ecossistema, além de aumentarem a resisténcia aos antimicrobianos. Os métodos
bioldgicos de controle tém ganhado espaco, representando uma promissora estratégia, como o
uso de probidticos, leveduras ou bactérias, que atuam como inibidores do crescimento fungico
e que quando acrescentados a alimentos contaminados, apresentem potencial de adsorcdo das
micotoxinas, e além disso, a acdo fermentativa desses microrganismos adicionados possibilita
que o alimento ndo tenha seu valor nutricional afetado de maneira significativa e a
palatabilidade ndo seja comprometida, como também evita o uso de produtos quimicos
perigosos, como acetonas, amonia, etanol, entre outros. Dentro deste contexto as leveduras
sd0 micro-organismos antagbnicos indcuos, que sao isentos de substancias toxicas, tendo sido
testadas como aditivos na dieta dos animais domésticos e com efeitos comprovados contra a
toxidade das micotoxinas (LAVELL, 1993; BATA; LASZTITY, 1999; SUGAR; SPOTTS,
1999; SANTIN et al., 2003; MALLMANN et al., 2006; PIZZOLITTO et al., 2011; RAHAIE
etal., 2012).

Leveduras como agentes probidticos e adsorventes

Os probioticos sdo micro-organismos vivos, fornecidos por meio de alimentos e
suplementos alimentares que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
efeitos benéficos a saude do consumidor, como a melhoria da microbiota intestinal, prevencao
de doencgas e melhoria de desempenho de animais, produzindo substancias com atividade
antimicrobiana, modificando o metabolismo microbiano, por meio do aumento ou da
diminuicdo da atividade enzimatica e estimulando a imunidade do hospedeiro pelo aumento
dos niveis de anticorpos e da atividade dos macrofagos (COPPOLA; TURNES, 2004;
MEURER, et al., 2008; BURGAIN et al., 2011; CORONA-HERNANDEZ et al., 2013;
SILVA, 2015; PINHEIRO, 2016).

Dentre as condigdes necessarias para selecdo de cepas com capacidade probidtica

destacam-se apresentar tolerdncia e viabilidade no trato gastrointestinal, ndo serem
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considerados organismos patogénicos, habilidade de sobreviver aos processos tecnoldgicos,
devem permanecer vidveis durante a vida Gtil do produto, possuindo o méaximo de
caracteristicas positivas, além de poderem ser utilizadas juntamente com outras espécies, com
efeito sinérgico, proporcionando efeitos benéficos ao hospedeiro de forma complementar
sobre seu desempenho e saude (SILVA, 2015; PINHEIRO, 2016).

Cepas probioticas devem possuir certificacdo de seguranca alimentar, emitidos por
orgdos de relevancia mundial, como a Food and Drug Administration (FDA), dos Estados
Unidos e a Autoridade de Seguranca Alimentar Européia (EFSA), da Unido Européia, para
poderem ser inseridas na alimentacdo sem representar riscos a saude, e a Saccharomyces
cerevisae encontra-se entre 0S micro-organismos probidticos de seguranca comprovada,
podendo ser utilizada como probidtico com primazia (LAURENTI; GARCIA, 2013;
PINHEIRO, 2016).

Segundo a ANVISA (2008), a recomendacdo para alimentos probidticos é de no
minimo 10°® a 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/dia, baseada na quantidade de
microrganismos Vviadveis que devem ser ingeridos diariamente para que possam ocorrer 0S
efeitos funcionais.

Para atenuar o efeito das micotoxinas tem se utilizado materiais especificos que
reduzam a absorcdo de micotoxinas pelo trato gastrointestinal. A detoxificacdo ou adsor¢éo
através do uso de produtos de origem biol6gica mostra-se como um crescente método, que sao
adicionados aos alimentos durante o processo de formulacdo destes (GIL; LIMA, 1996;
PINHEIRO et al., 2015; RIBEIRO; BARRETO; HANNAS, 2015).

Os adsorventes ndo destroem as micotoxinas, ligam-se a elas, que passam através do
trato gastrointestinal sem serem absorvidas, sequestrando as toxinas no trato, reduzindo a sua
biodisponibilidade e acdo toxica sobre o organismo. Adsorventes inorganicos e organicos,
como os silicatos minerais, carvao ativado, polimeros, produtos de clorofila e produtos
derivados de bactérias 4acido laticas leveduras tém sido utilizados no controle da
biodisponibilidade das micotoxinas, destacando-se a substituicdo gradativa dos agentes
inorganicos, visto que possuem efeitos deletérios a salde humana e ao meio ambiente
(BATA; LASZTITY, 1999; SUGAR; SPOTTS, 1999; PINHEIRO, 2013; RIBEIRO;
BARRETO; HANNAS, 2015; PINHEIRO, 2016).

Um adsorvente ideal deve ser efetivo contra varias micotoxinas, pois geralmente os
alimentos estdo contaminados por mais de um tipo, também devem apresentar precos

acessiveis, ndo devem ocupar uma grande parcela da dieta, ndo devem ter sabor, odor e
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impurezas, devem gerar produtos atoxicos e ndo alterar as propriedades nutricionais dos
alimentos (RIBEIRO; BARRETO; HANNAS, 2015; PINHEIRO, 2016).

As leveduras possuem alta velocidade de crescimento, dificilmente sdo toxicas ou
causadoras de doencas, tém a capacidade de assimilar grande variedade de substratos,
facilidade na extracdo de sua biomassa e resistem in vitro as condi¢des quimicas e fisicas do
trato digestivo dos animais (PERRY, 1995; ICIDCA, 1999; ARMANDO et al., 2011,
KELLER, 2013; PINHEIRO, 2013; PINHEIRO, 2016).

Dentre os microrganismos utilizados nas técnicas de detoxificagdo biologica
destacam-se as leveduras devido ao seu potencial de adsorver as micotoxinas, como a
Saccharomyces cerevisae, utilizada durante anos pela industria na fabricacdo de bolos e paes,
fermentacdo alcodlica de bebidas, producdo de etanol. Atualmente, ela também esta sendo
utilizada como probidtico na piscicultura e avicultura, demonstrando propriedades benéficas e
potencial de adsorcédo sobre alguns grupos de micotoxinas, como a ocratoxina A, devido aos
complexos carboidratos que se encontram em sua parece celular (MEURER, 2005;
MALLMANN et al., 2006; ROSSI et al., 2010; PINHEIRO, et al., 2015).

Testes in vitro de um adsorvente sdo importantes para determinar a capacidade de
adsorcdo das micotoxinas presentes em um meio liquido, tornando-as indisponiveis,
oferencendo assim, suporte para a realizacdo de testes in vivo (MALLMANN et al., 2006;
PINHEIRO, et al., 2015; PINHEIRO, 2016).

Meétodos de preservacdo de micro-organismos

O advento dos meios artificiais de cultivo de micro-organismos fez crescer a
preocupacdo com a manutencdo de culturas viaveis, visto que culturas microbioldgicas séo
sensiveis as condigdes ambientais, podendo ser facilmente contaminadas, sofrendo mutacGes
ou perda de viabilidade celular (ALCARDE; BASSO, 1997; SILVA et al., 2014).

A implementacdo de métodos eficientes de preservacdo de espécies microbianas
buscam manter a viabilidade e a estabilidade genética dos organismos, visto que 0s processos
de isolamento, identificagdo, conservacdo e a utilizacdo de microrganismos vem sendo
bastante utilizados para o desenvolvimento de pesquisas e obtencdo de produtos de interesse
econémico, conservando seu estado inicial, evitando mutacGes indesejaveis e garantindo ao
maximo a vitalidade das células e a quantidade de células viaveis (ALCARDE; BASSO,
1997; SOLA et al., 2012; SILVA et al., 2014).
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A microencapsulacdo é uma técnica consiste no revestimento de compostos de
interesse, como microrganismos, por uma matriz encapsulante, possibilitando a utilizacdo
destes em ampla variedade de produtos, protegendo-os de agressdes fisicas do ambiente ou do
meio que estdo incorporados, como pH, oxidacdo, luz, temperatura, minimizando problemas
de instabilidade e inviabilidade de probidticos, preservando a substancia ativa e reduzir as
possibilidades de contaminacio (OLIVEIRA, 2011; CAMARA JUNIOR, 2014; SIMEONI et
al., 2014).

Na técnica de microencapsulamento, é fundamental a escolha de um agente
encapsulante adequado, como o alginato de sddio, ciclodextrina, aloumina, maltodextrina,
amido, gomas, entre outros, que forme uma matriz altamente versatil, resistente ao trato
gastrointestinal, que apresente baixa higroscopicidade, seja biocompativel, ndo tdxico e de
baixo custo, conferindo protecdo aos microrganismos probidticos (OLIVEIRA, 2011;
SIMEONI et al., 2014; SILVA et al., 2015).
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3 Capitulo |

Interferéncia da microencapsulacéo por spray drying e por extrusao sobre o rendimento,

a eficiéncia e viabilidade de Saccharomyces cerevisiae
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o rendimento dos métodos de
microencapsulamento por spray drying e por extrusdo, a eficiéncia de microencapsulacao de
Saccharomyces cerevisiae por ambas as técnicas e a viabilidade das células encapsuladas,
armazenadas em diferentes temperaturas. Para o processo de microencapsulagdo por spray
drying foram preparadas suspensdes com 2,5% de células de levedura, 2,5% de agente
encapsulante (maltodextrina) e 95% de agua destilada, utilizando no processo um aparelho
mini spray dryer B-290 co-corrente (Buchi®), de escala laboratorial, com temperatura de
entrada de 105°C. Para o processo de microencapsulagdo por extrusdo foram preparadas
suspensdes com 2,0% de células de levedura, 49% de agente encapsulante (alginato de sédio)
e 49% de agua destilada, sendo dispersas por gotejamento, através de seringas, em béqueres
contendo solucdo de cloreto de célcio (CaCl, 0,15M). Ap6s o término da realizacdo das
técnicas, as microcapsulas foram coletadas e transferidas para trés frascos esterilizados
hermeticamente vedados com Parafilm®. Cada frasco foi armazenado em uma temperatura
diferente: 4,0°C; 35°C (incubados em estufa B.0.D) e temperatura ambiente na bancada do
laboratério (entre 18 e 30°C), por 60 dias. Os metodos apresentaram a formacdo de
microcapsulas com recuperacdo de material recuperado acima de 37%, eficiéncia da
microencapsulacdo superior a 80% e reducdo de células viaveis inferior a 2,00 UFC/g em log
10, com umidade e atividade de &gua estaveis entre as temperaturas, e contagem de células
viaveis superiores a 6,00 UFC/g em log 10, apds 60 dias, nas trés diferentes condicdes de
estocagem. Os métodos de microencapsulamento por spray drying e por extrusdo apresentam
bom rendimento e eficiéncia para microencapsulacdo de células de Saccharomyces cerevisiae
A8L2, e sdo capazes de preservar a viabilidade probidtica das células, mesmo em diferentes

temperaturas e periodos de armazenamento.

Palavras-chave: Spray dryer, Alginato de sédio, Probioticos, Maltodextrina, Microcapsulas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the efficiency of the microencapsulation
methods by spray drying and extrusion, the microencapsulation efficiency of Saccharomyces
cerevisiae by both techniques and the viability of the encapsulated cells stored at different
temperatures. For the spray drying microencapsulation process, suspensions were prepared
with 2.5% yeast cells, 2.5% encapsulating agent (maltodextrin) and 95% distilled water, using
in the process a B-290 mini spray dryer apparatus current (Buchi®), laboratory scale, with
input temperature of 105°C. For the microencapsulation process by extrusion, suspensions
were prepared with 2.0% yeast cells, 49% encapsulating agent (sodium alginate) and 49%
distilled water, being dispersed by dripping through syringes into beakers containing solution
of calcium chloride (0.15M CaCl,). After completion of the techniques, the microcapsules
were collected and transferred to three sterile vials sealed tightly with Parafilm®. Each vial
was stored at a different temperature: 4.0°C; 35°C (incubated in oven B.O.D) and room
temperature on the laboratory bench (between 18 and 30°C) for 60 days. The methods showed
the formation of microcapsules with recovery of recovered material above 37%,
microencapsulation efficiency greater than 80% and viable cell reduction of less than 2.00
CFU/g in log 10 with stable moisture and water activity between temperatures, and counts of
viable cells greater than 6.00 CFU/g in log 10, after 60 days, in the three different storage
conditions. Spray drying and extrusion microencapsulation methods exhibit good yield and
efficiency for microencapsulation of Saccharomyces cerevisiae A8L2 cells, and are capable
of preserving the probiotic viability of cells, even at different temperatures and storage

periods.

Key words: Spray dryer, Sodium alginate, Probiotics, Maltodextrin, Microcapsules.
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1. Introducéo

A microencapsulacdo € uma técnica consiste no revestimento de compostos de
interesse, como micro-organismos, enquadrando bactérias e leveduras probidticas, por uma
matriz encapsulante, no intuito de preservar as propriedades benéficas, conferindo a protecdo
de compostos biologicamente ativos ou células de agressdes fisicas do ambiente ou do meio
que estdo incorporados, possibilitando a utilizacdo destes em ampla variedade de produtos
(Anal; Singh, 2007; Doherty et al., 2011; Simeoni et al., 2014).

Na técnica de microencapsulamento, € fundamental a escolha de um agente
encapsulante adequado, como a maltodextrina, alginato de sédio, entre outros, que forme uma
matriz altamente versatil, resistente ao trato gastrointestinal, que apresente baixa
higroscopicidade, seja biocompativel, ndo toxico e de baixo custo, conferindo protecdo aos
microrganismos probioticos (Simeoni et al., 2014; Silva et al., 2015).

A preservacdo de micro-organismos por diferentes métodos tem sido utilizada ha
décadas, e entre esses métodos destaca-se a microencapsulacéo e secagem por atomizacgao ou
spray drying (SD), considerada uma técnica econémica e flexivel, possuindo vantagens como
a alta taxa de producdo de uma maneira relativamente barata, rapida e adequada para
aplicacdes industriais, com produtos secos, homogéneos, que podem ser transportados a baixo
custo, podendo ser armazenados por longos periodos (Golowczyc et al., 2010; Burgain et al.,
2011; Silva et al., 2015; Aponte et al., 2016).

O método spray drying envolve a transformacdo de um material em estado fluido em
particulas sélidas por atomizacdo de uma emulsdo ou de uma suspensdo de probidticos e
agentes de encapsulacdo em uma camara de secagem por ar quente, resultando na rapida
evaporacdo de agua, com a atomizacdo, a secagem e a coleta do produto final em pd sendo
realizada por em um (nico equipamento, reduzindo a possibilidade de contaminacdo e
tornando o processo menos demorado, atentando a alguns parametros que podem melhorar o
rendimento do processo como a temperatura da entrada de ar, a concentragdo do material,
entre outros (Martin et al., 2015; Silva et al., 2015).

Dentre 0os metodos de microencapsulagdo por extrusdo com utilizagdo de polimeros, o
alginato de sddio, um polimero solivel em agua, e que na presenca de ions divalentes como o
calcio sofre um processo denominado gelificacdo ionotropica, que consiste em incorporar 0
material a encapsular numa solucdo de alginato de sodio, para que a mistura sofra extruséo
gota a gota, através de uma seringa, para uma solucdo de cloreto de célcio (CaCl,). Esta

técnica em ganhado cada vez mais destaque devido a sua facil execucdo, ndo toxicidade,
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baixo custo e biocompatibilidade, possuindo uma capacidade de absorcdo de agua que
propicia a rapida formagdo do gel, possibilitando a inclusdo de moléculas bioativas e que
funciona como camada protetora ao microrganismo probidtico, alem de possuir estabilidade
em solugbes de baixo pH, ponto de interesse para a sua utilizagdo em locais como trato
gastrointestinal de animais, e sendo possivel recobrir as capsulas com outros compostos
poliméricos, a fim de garantir um maior efeito protetor aos micro-organismos (Chéavarri et al.,
2010; Lu-e. Shi et. al., 2013; Nayak et al., 2013; Lima et al., 2014; Simeoni et al., 2014;
Albadran et al., 2015; Etchepare et al., 2015; Lodeiro et. al., 2016).

Os probioticos sdo micro-organismos vivos, fornecidos por meio de alimentos e
suplementos alimentares que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
efeitos benéficos a saude do consumidor, melhoria da microbiota intestinal, prevencdo de
doencas e melhoria de desempenho de animais. Dentre 0s micro-organismos probioticos de
seguranga comprovada, as leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae sao adsorventes in
vitro de micotoxinas em alimentos e s&o certificadas como seguras pela Food and Drug
Administration (FDA) e pela Autoridade de Seguranca Alimentar Européia (EFSA) (Meurer
et al., 2008; Armando et al., 2011; Burgain et al., 2011; Corona-Hernandez et al., 2013;
Pizzolitto et al., 2012; Laurenti; Garcia, 2013).

Para a aplicacdo de um micro-organismo vivo com potencial probi6tico e adsorvente
na alimentacdo é necessario que possua habilidade de sobreviver aos processos tecnolégicos,
devendo permanecer com células viaveis durante a vida Gtil do produto, em nimero suficiente
para sua atuacdo nos possiveis locais de acdo (Pinpimai et al., 2015; Pinheiro, 2016). Pelo
exposto, objetivou-se com o presente estudo: avaliar o rendimento dos métodos de
microencapsulamento por spray drying e por extrusdo, a eficiéncia de microencapsulacéo de
Saccharomyces cerevisiae por ambas as técnicas e a viabilidade das células encapsuladas,

armazenadas em diferentes temperaturas.

2. Material e métodos
2.1 Preparacgdo da cepa e encapsulacéo

Saccharomyces cerevisiae A8L2 foi isolada por Rodrigues (2018) de agua dos
viveiros de piscicultura da cidade de Teresina, Piaui, Brasil. Esta cepa foi identificada por
técnicas moleculares, PCR-fingerprinting e sequenciamento da regido ITS-5.8S, e sua
capacidade probiotica e adsorvente de AFB; foi testada por Rodrigues (2018), desde entdo,
pertencente a colecdo de culturas do Laboratorio de Controle Microbioldgico do Nucleo de
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Estudos, Pesquisas e Processamento de Alimentos pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrérias, da Universidade Federal do Piaui.

Para a microencapsulagédo por spray drying e extruséo a levedura foi cultivada em 200
e 10 mL, respectivamente, de caldo extrato de levedura peptona dextrose - YPD (5,0 g de
extrato de levedura; 5,0 g de peptona; 40 g de glicose; 0,03 g de cloreto de sodio e agua
destilada g.s.p. para 1000 mL) e incubada sob agitacdo (150 rpm) em mesa agitadora modelo
SL-180/DT (Solab®), a 30°C durante 48 horas. Ap6s incubagdo, as células foram
centrifugadas (3500 rpm por 10 min) e lavadas duas vezes com agua destilada esterilizada,
resultando num concentrado médio de 9,00 UFC/g em log 10 de células de Saccharomyces
cerevisiae A8L2 (pellets).

Para o processo de encapsulamento por spray drying, foi estabelecido que a solucédo
encapsulante deveria conter 5,0% de sélidos, composto por: 2,5% dos pellets; 2,5% do agente
encapsulante (maltodextrina) e 95% de agua destilada. Inicialmente pesaram-se os pellets para
utilizacdo da mesma quantidade de maltodextrina (Pryme Foods®), para composi¢cdo da
solucéo.

Para o preparo da solucdo de encapsulamento, primeiramente a maltodextrina foi
ressuspendida em agua destilada e posteriormente esterilizada em autoclave a 121°C por 15
minutos. ApOs resfriar, os pellets foram acrescentados assepticamente a solucdo de
encapsulamento.

Para a execucdo da técnica micro encapsulamento por spray drying foi utilizado um
aparelho mini spray dryer B-290 co-corrente, de escala laboratorial (Buchi®). Utilizou-se
105°C como temperatura de entrada. A solugdo de encapsulamento foi mantida em agitador
magnético a temperatura ambiente e conduzida para a cadmara de secagem por bomba
peristéltica, com fluxo de alimentagdo de 3,0 mL/min, fluxo do ar de secagem de 35 m%h e
pressdo do compressor de ar de 0,7 MPa. As microcapsulas foram coletadas da base do
ciclone e transferidas para trés frascos esterilizados hermeticamente vedados com Parafilm®.
Cada frasco foi armazenado em uma temperatura diferente: 4,0°C; 35°C (incubados em estufa
B.0.D) e temperatura ambiente na bancada do laboratério (entre 18 e 30°C) por 60 dias.

Para o processo de encapsulamento por extrusdo, foi estabelecido que a solugédo de
encapsulamento deveria conter 51% de solidos, composto por 2,0% dos pellets, 49% do
agente encapsulante (emulsdo de alginato de sodio 7,5%) e 49% de &gua destilada.
Inicialmente pesaram-se os pellets, em seguida acrescentou-se a respectiva quantidade de
alginato de sédio 7,5% (lsofar®), para composi¢cdo da solucdo acrescentou-se a agua

destilada.
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Para o preparo da solugéo encapsulante, primeiramente foi formulada uma emulséo de
alginato de sodio a 7,5% que foi esterilizada em autoclave a 105°C por 15 minutos. Apos
resfriar, a emulsdo foi transferida para tubos tipo Falcon contendo os pellets. A solucédo
encapsulante foi transferida por gotejamento utilizando seringas estéreis descartaveis Luer
Slip (Procare®) e agulhas hipodérmicas esterilizadas 18G x 1% (Wiltex®) para frascos tipo
béqueres contendo solugdo de cloreto de calcio (CaCl, 0,15M). Durante a transferéncia da
solucdo os frascos foram mantidos em agitador magnético, e no final do processo
permaneceram por 10 minutos aproximadamente em agitacdo até que houvesse precipitacéo
da emulsdo e formag&o das microcapsulas.

Em seguida, em condigdes assépticas, a solucdo encapsulante foi peneirada utilizando
uma peneira doméstica de nylon (Plasvale®) com granulometria de 10 mesh (2,0mm). As
microcapsulas retidas na peneira foram transferidas para trés frascos esterilizados utilizando
uma espatula esterilizada, em seguida adicionou-se 40 mL de agua destilada esterilizada. Os
frascos foram vedados com Parafilm®. Cada frasco foi armazenado em uma temperatura
diferente: 4,0°C; 35°C (incubados em estufa B.0O.D) e temperatura ambiente na bancada do
laboratédrio (entre 18 e 30°C) por 60 dias.

2.2 Rendimento do processo encapsulante

A taxa de recuperacdo do produto ou o rendimento do processo encapsulante seguiu a
recomendacdo de Souza (2003) e Souza et al. (2015). Os valores do rendimento (férmula 1)
foram obtidos pelo percentual entre a quantidade de microcapsulas total coletada por grama
(massa experimental) e a quantidade de solidos utilizada na solucdo encapsulante por grama

(massa teorica).

Formula 1: Rendimento (%) = (massa experimental/massa tedrica) x 100

2.3 Contagem de leveduras na solucdo de encapsulamento antes e depois da utilizacéo
das técnicas de microencapsulacéo por spray dryer e extrusao

O efeito do encapsulamento na viabilidade das leveduras probioticas foi avaliado por
contagem do numero de leveduras viaveis, em unidades formadoras de colénias por grama em
nameros logaritmos (UFC/g em log 10), antes e depois dos processos de microencapsulacao e
seguiu metodologia adaptada de Aponte et al. (2016).

Foi utilizado o metodo de semeadura por espalhamento em superficie no agar extrato

de levedura peptona dextrose (YPD) com a seguinte formulagéo: 6,0 g de peptona; 6,0 g de
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glicose; 3,0 g de extrato de levedura; 0,05g de clorafenicol; 4,5 g de &gar e &gua destilada
g.s.p. para 300 mL.

Para que fosse possivel dissolver as microcapsulas advindas da técnica de extruséo
(1,0g) que estavam armazenadas em diferentes temperaturas, foram transferidas
assepticamente para tubos de ensaio contendo 9,0 mL de citrato de sodio 0,1M (0,294q) e
depois submetidas a agitacdo em vortex QL901 (Vertex®) em cinco ciclos de um minuto com
intervalos de um minuto entre ciclos, para posterior analise. Desta forma, realizou-se a
diluicdo 107, para preparar as dissolucdes decimais seriadas até 10° foram utilizados tubos de
ensaio contendo 9,0 mL de solugédo peptonada a 0,1% esterilizada. Em seguida, semeou-se em
superficie 0,1 mL das dissolucdes 10 e 10° para placas de Petri contendo 4gar YPD, as
placas foram incubadas a 25°C por trés dias em estufa B.O.D. Em seguida realizou-se a
contagem (UFC/g em log 10) de células viaveis utilizando o contador de colbnias do tipo
Quebec.

As microcapsulas advindas da técnica de spray dryer ndo precisaram ser dissolvidas
em citrato de sodio por ja serem solUveis em agua peptonada. Para contagem das leveduras
oriundas da técnica de spray dryer, 1,0 g de microcapsulas foram dissolvidas em 9,0 mL de
solugdo peptonada a 0,1% esterilizada e assim sucessivamente para formar dissolucdes
decimais seriadas até 10°. Em seguida, semeou-se em superficie 0,1 mL das dissolucées 10
e 107 para placas de Petri contendo agar YPD, as placas foram incubadas a 25°C por trés dias
em estufa B.O.D. Em seguida realizou-se a contagem (UFC/g em log 10) de células viaveis

utilizando o contador de col6nias do tipo Quebec.
2.4 Eficiéncia da microencapsulacao

A partir do resultado de contagem das leveduras vidveis antes (solucdo de
encapsulagdo) e apo6s (microcapsulas obtidas) a realizacdo das duas técnicas de
encapsulamento, foi avaliada a eficiéncia de microencapsulacdo de ambas, conforme a
metodologia proposta por Castro-Cislaghi et al. (2012) e Rivaldi (2012), por meio da formula
2:

Formula 2:

Eficiéncia (%) = (N/No) x100

Onde:

N: Numero em log UFC/g em log 10 de células viaveis das microcépsulas obtidas;
No: Numero em log UFC/g em log 10 de células viaveis da solugdo de encapsulacao.
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2.5 Viabilidade da Sacharomyces cerevisiae durante armazenamento

A viabilidade em quatro tempos diferentes: inicial (zero), apos 15, 30 e 60 dias de
armazenamento das Saccharomyces cerevisiae A8L2 microencapsuladas estocadas em trés
temperaturas distintas foi avaliada pela contagem das células vidveis em agar YPD, como

previamente detalhado no item 2.3.

2.6 Determinacao da atividade de agua e umidade das microcdpsulas de Saccharomyces
cerevisiae A8L2

A determinacdo da atividade de dgua das microcapsulas foi efetuada pela técnica de
determinacédo do ponto de orvalho em espelho encapsulado utilizando o determinador modelo
Decagon Pawkit digital (Decagon - EUA) previamente calibrado. A umidade das
microcapsulas foi determinada por secagem em estufa a 105°C, de acordo com metodologia
da AOAC (2005).

2.7 Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Para as analises de eficiéncia,
rendimento e umidade os resultados foram expressos em percentual (%), para a atividade de
agua na unidade de medida especifica (Aa) e para a reducdo de células viaveis e viabilidade
durante 60 dias, foram transformados em escala logaritmica log10 e expressos em log UFC/g.

Para os parametros: eficiéncia e rendimento de método de microencapsulamento e
reducdo de células viaveis apds aplicacdo dos métodos foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado com dois tratamentos (métodos de microencapsulamento) e doze
repeticdes (eficiéncia, rendimento e reducdo de células viaveis, respectivamente), com as
analises feitas independentemente.

Para os parametros umidade e atividade de dgua da Saccharomyces cerevisiae A8L2
microencapsulada foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com esquema
fatorial (3 x 2 x 8), com trés niveis de temperatura (4,0°C; ambiente [18 a 30°C] e 35°C), dois
niveis de técnicas de encapsulamento (spray drying e extrusdo) e oito repeti¢des (umidade e
Aa), com as analises feitas independentemente.

Para o parametro de viabilidade da Saccharomyces cerevisiae A8L2 microencapsulada
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durante 60 dias foram realizadas andlises independentes para cada combinacdo método de
microencapsulamento com temperatura, utilizando delineamentos inteiramente casualizados
com quatro tratamentos (tempo em dias) e cinco repeticbes (contagens). A analise de
variancia (ANOVA) foi realizada utilizando o procedimento PROC GLM, do software SAS®
University Edition. A comparacdo de medias na andlise de todos os parametros foi realizada
utilizando o teste de comparagdo de médias de Tukey, com nivel de significancia de P< 0,01.

3. Resultados e discussao

Tanto a utilizacdo do método de microencapsulacdo por spray drying quanto por
extrusdo podem ser considerados promissores para 0 encapsulamento de leveduras
probidticas. Para tanto € necessario avaliar parametros como a taxa de recuperacdo de produto
utilizando agentes encapsulantes (rendimento %) e contagens das células viaveis de leveduras
apos o encapsulamento em relacdo a contagem antes do processo em percentual (eficiéncia de
microencapsulacdo %) e log UFC/g (reducdo de células viaveis). Na Tabela 1, observa-se que
houve diferenca (p<0,01) entre os rendimentos, eficiéncia e reducdo de células viaveis entre

0s métodos de microencapsulamento.

Tabela 1. Eficiéncia, rendimento e reducdo de células viaveis apds os métodos de
microencapsulamento por spray drying e extrusao

Parametros
Método de Reducéo de Eficiéncia (%) Rendimento (%)
microencapsulamento células viaveis (X + DP) (X + DP)
(UFC/g log10)
(X + DP)
Microencapsulamento 0,4°+0,1 95,6+ 2,8 375°+4,1
por spray drying
Microencapsulamento 1,9+0,2 80,6 2,2 165,6% + 16,0

por extrusao

X: média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade (p<0,01). UFC/g logl0 = unidades formadoras de col6nias por grama em
logaritmos da base dez.

Reducdo de células viaveis e eficiéncia de microencapsulacdo sdo pardmetros que
correlacionam-se e apresentando uma relagao inversamente proporcionais entre os resultados.
No encapsulamento de células bacterianas, a extrusdo € um processo que causa menores
danos as células, conferindo maior viabilidade dos micro-organismos encapsulados em
comparagdo ao método de spray drying (Simeoni et al., 2014), entretanto aspectos diferentes

como a carateristica morfologica entre leveduras e bactérias € um fato que pode ter relagédo
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com os resultados observados, visto que a técnica por spray drying € considerada apropriada
para conservacao das leveduras, constituindo um processo ajustavel para preservagdo das
estruturas celulares dos micro-organismos e dos produtos, mantendo a viabilidade dos
probidticos (Luna-Solano et al., 2005; Behboudi- Jobbehdar et al., 2013). Sacchetin et al.
(2010) obtiveram eficiéncia de 98% na incorporacdo do agente vacinal Flavobacterium
columnare em solucgdo de alginato. Sosa et al. (2016) utilizaram maltodextrina adicionada a
galacto-oligossacarideos comerciais (GOS) em encapsulacdo por spray drying, e
apresentaram eficiéncia de 93% para Lactobacillus plantarum. Aponte et al. (2016),
utilizando a técnica de microencapsulacao por spray drying obtiveram uma reducéo de 0,8 log
UFC/g na viabilidade de cepas de Saccharomyces cerevisiae obtidas de vinho e crescidas
previamente em meio sintético, aplicando temperaturas de entrada a 110°C e saida de 55 °C,
evidenciando subsidios para a utilizacgdo de ambas as técnicas para a eficiente
microencapsulacdo de probi6ticos, além do controle de parametros como temperaturas de
entrada e saida no spray dryer. Quanto a eficiéncia e reducdo de células viaveis, ambas as
técnicas apresentaram resultados favoraveis, acima de 80% e abaixo de 2,00 UFC/g em log
10, respectivamente, porém o microencapsulamento por spray drying apresentou melhores
resultados comparados a técnica de extrusao.

Em relagcdo ao rendimento, o encapsulamento por spray drying (Tabela 1) apresentou
resultado satisfatorio equiparando-se ao de Abadias et al. (2005), que usando 10% de skim
milk como encapsulante para Candida sake alcancaram 34% de porcentagem de recuperacao
do produto ap6s secagem. Na preparacdo da solucdo de encapsulacdo por SD do presente
estudo, obteve-se 0 peso Umido do total de leveduras recuperadas ap0Os centrifugacédo,
representando o concentrado de células e a &gua, que nao pode ser retirada da massa celular, e
adicionou-se a este peso Umido a mesma quantidade de maltodextrina, portanto, a
concentracdo de solidos da solucdo encapsulante pode ter sido menor, podendo ter relacdo
com o rendimento observado, uma vez que o spray dryer tem a funcéo de evaporar a agua da
mistura. Ou seja, quanto maior o teor de solidos na solucdo, maior serd o rendimento
produtivo.

O rendimento superior do encapsulamento por extrusdo (Tabela 1) apresenta relacéo
direta com caracteristicas da técnica como a menor retengdo de material encapsulante durante
0 processo, a precipitagdo gota a gota do polimero encapsulante, a possibilidade de obter
diversas capsulas de diametro reduzido e grande capacidade do alginato absorver agua, que
potencializa o peso das microcapsulas, e por consequéncia o rendimento do método (Simeoni

et al., 2014). Ambas as técnicas apresentaram rendimento satisfatério, com taxa de
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recuperacdo do material encapsulado acima de 37%, um ponto primordial para a utilizacéo
das técnicas para a conservacao de leveduras probidticas, visto que um satisfatorio rendimento
diminui a quantidade de processamentos necessarios para a producdo de uma quantidade
adequada de microcapsulas, evidenciando uma potencial reducdo de custos na utilizacdo do
produto.

Umidade e atividade de agua representam importantes pardmetros para a avaliagdo da
estabilidade das leveduras durante o armazenamento, determinacao da vida util do produto e
possibilidade de ocorréncia de contaminagdo por micro-organismos, cujos resultados estéo

expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo de umidade e da atividade de agua da
Saccharomyces cerevisiae A8L2 microencapsulada por spray drying e por extrusdo, em
diferentes temperaturas, apds 60 dias de armazenamento

Temperatura (°C) Meétodo de Parametros
microencapsulamento  Umidade (%) Atividade de agua
(X DP) (X DP)

4,0 Spray drying 35°+0,5 0,34° + 0,04
Extrusdo 95,6%+ 0,6 0,95% + 0,00
Ambiente (18 a 30) Spray drying 4,2°+0,9 0,36° + 0,01
Extrusédo 95,9%+1,2 0,96 + 0,01
35 Spray drying 3,1°+0,8 0,33 +0,01
Extrusdo 95,5+ 1,1 0,95% + 0,00

X: média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade (p<0,01).

Para o armazenamento prolongado de probidticos encapsulados é indicado que a
umidade residual seja na faixa de 4,0% ou menos e a atividade de &gua inferior a 0,25
(Gardiner et al., 2000; Meng et al., 2008; Golowczyc et al., 2010; Vesterlund; Salminen;
Salminen, 2012), entretanto valores de atividade de &gua abaixo de 0,60 inibem a
multiplicacdo microbiana no produto (Ferreira Neto; Figueirédo; Queiroz, 2005).

Luna-Solano et al. (2000) observaram que a umidade para armazenamento de levedura
de cervejaria variou de 5,1 a 10,1% e para atividade de agua obteve-se 0,55 a 0,65; valores
superiores a este estudo com método de microencapsulamento por Spray drying, porém pelo
método de extrusdo obteve-se valores superiores aos encontrados pelos autores (tabela 2). As
microcapsulas de maltodextrina contendo Saccharomyces cerevisiae A8L2 apresentaram
umidade e atividade de agua aceitaveis para o impedimento do crescimento microbioldgico,
apesar de um pouco acima em relacdo a Aa para probidticos, ndo diferindo entre as

temperaturas de armazenamento.
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No método de extrusdo as microcapsulas preparadas com alginato de sodio contendo
Saccharomyces cerevisiae A8L2 apresentaram teor de umidade acima de 95%, ndo diferindo
entre as temperaturas de armazenamento. BelS¢ak-Cvitanovi¢ et al. (2015) obtiveram um teor
de umidade 95%, resultados semelhantes a este estudo. Microcapsulas produzidas com
polissacarideos formadores de géis, apresentam grande capacidade de retencdo de agua, por
serem formadas por um polimero altamente higroscdpico (Cano-Chauca et al., 2005), o que
aponta para os resultados obtidos em ambos os parametros.

Deste modo, as microcapsulas advindas da técnica spray drying apresentavam-se
desidratadas, por conta da evaporacdo da agua ocorrida no processo, enquanto que na técnica
de extrusdo eram formadas microcapsulas Umidas, relacionadas a absor¢do de agua
proporcionada pelo agente encapsulante, evidenciando a diferenca significativa entre umidade
e atividade de dgua das microcapsulas advindas das duas técnicas. Os resultados mostraram-se
favoraveis ao método spray drying, entretanto as duas técnicas foram eficientes para manter
ambos 0s parametros independentemente da temperatura de armazenamento utilizada, desde
que corretamente as microcapsulas sejam estocadas.

A manutencdo de células viaveis, em concentracdes adequadas € um fator primordial
para a utilizacdo de técnicas de preservacdo de micro-organismos, como O
microencapsulamento, oferecendo subsidios para o posterior uso de leveduras encapsuladas
como agentes probidticos. A avaliacdo da viabilidade da Saccharomyces cerevisiae A8L2
microencapsulada por spray drying e por extrusdo durante 60 dias de armazenamento, variouu
conforme a técnica e o tempo de exposicdo as diferentes temperaturas, de um modo geral, até

30 dias foi possivel manter a quantidade satisfatoria de céluas viaveis (Tabela 3).

Tabela 3. Viabilidade da Saccharomyces cerevisiae A8L2 microencapsulada por spray drying
e por extrusdo, em diferentes temperaturas, durante 60 dias de armazenamento

Metodo de microencapsulamento

Temperatura (°C) Tempo (dias) Spray drying Extruséo
(UFC/g log10) (UFC/g log10)
(X + DP) (X + DP)
0 9,15%+0,2 7,77°+0,2
15 9,06” +0,2 7,67°+0,2
4,0
30 8,78 + 0,4 7,61°+0,1

60 8,47°+0,3 7,49%+0,1



0 9,082 +0,1 7,86%+0,2
15 8,93* +0,2 7,61%+0,2
Ambiente (18 a
30) 30 8,79®° +0,1 7,43 +0,2
60 8,40° + 0,3 733°+0,1
0 8,28%+0,1 7,81%+0,3
15 7.60°+0,6 7,66 +0,3
35
30 6,65+ 0,4 7,35 + 0,4
60 6,019+ 0,2 6,93° + 0,4
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X: média, DP: desvio padrio. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, pertencentes a mesma faixa de
temperatura, diferem significativamente pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade (p<0,01).

O microencapsulamento de leveduras probioticas apresenta-se como uma alternativa
importante para manutencdo da sobrevivéncia desses micro-organismos ao processamento
térmico na inddstria de alimentos, e no prolongamento da vida util do produto (Golowczyc et
al., 2010; Thomas et al., 2014; Silva, et al., 2014; Etchepare et al., 2015) preservando as cepas
de Saccharomyces cerevisiae A8L2 microencapsuladas viadveis (Tabela 1) mesmo quando
estocadas por 60 dias em diferentes condigdes de armazenamento (Tabela 3).

A concentracdo recomendada é aproximadamente 6,00 UFC/g em log 10 de probidtico
nos alimentos (Simon, 2005). Luna-Solano et al. (2000) testaram a viabilidade de trés
tratamentos com amido e dois com maltodextrina para encapsulamento de Saccharomyces
cerevisiae e ndo observaram diminuicdo da viabilidade das células (7,00 UFC/g em log 10)
armazenadas a 5,0°C por 110 dias. Silva et al. (2015) avaliaram a viabilidade de
Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus por 120 dias, a 4,0°C e 25°C, e
observaram contagens superiores a 6,00 UFC/g lem og 10 ao final do estudo.

Aponte et al. (2016) analisaram a sobrevivéncia da cepa Saccharomyces cerevisiae
LM52 cultivada previamente em meio a base de melaco, microencapsulada por spray dryer e
armazenada por seis meses a -18°C e a 4,0°C, obtendo contagem de células viaveis de 10,4
UFC/g em log10, que n&o apresentou alteracdo significativa ao longo do armazenamento em
ambas temperaturas. Chavarri et al. (2010) encapsularam Lactobacillus gasseri em cépsulas
de alginato-quitosana e ap6s 28 dias de armazenamento, observaram contagens de células
viaveis de 7,00 UFC/g em log 10.
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Na visdo geral da andlise, ambos os métodos de microencapsulamento sdo capazes de
manter a viabilidade da Saccharomyces cerevisiae A8L2, em concentacdo adequada para a
utilizacdo da levedura como agente probiotico, durante 60 dias de armazenamento, em
diferentes condi¢cbes de estocagem. O binbmio tempo/temperatura é essencial no
armazenamento das microcapsulas, havendo uma reducdo gradual de células vidveis ao
decorrer dos 60 dias para ambas as técnicas, em que as temperaturas de 4,0 e 35°C
apresentam-se como a mais e menos eficiente, respectivamente, na manutencéo das células, e
a temperatura ambiente apresenta resultados satisfatorios, representando um fator facilitador
para a utilizacdo de tais microcapsulas como agentes probidticos, possibilitando uma maior
flexibilidade no armazenamento dos produtos, com um controle menos rigido da temperatura
de estocagem.

A Saccharomyces cerevisiae A8L2 microencapsulada pelos métodos de
micoencapsulamento por spray drying e por extrusdo apresentou resultados satisfatdrios tanto
para a taxa de recuperacdo de produto, como para contagens das células viaveis de leveduras
apos o encapsulamento, tanto em relacdo a eficiéncia quanto a reducdo de células viaveis,
além de viabilidade durante 60 dias, nas condi¢cbes de armazenamento especificadas (entre
4°C e 35°C), fornecendo subsidios para que as duas técnicas e ambos agentes encapsulantes
possam ser utilizados como potencializadores da levedura como agente probidtico e
adsorvente de micotoxinas.

Entretanto, na temperatura de 35°C observou-se que houve reducdo nas contagens das
células e com os menores valores ao final de 60 dias, indicando ser uma condicdo de
armazenamento mais agressiva a levedura, sendo a menos indicada entre as trés condicoes
analisadas. Ambos os métodos apresentaram diversos pontos favoraveis e desfavoraveis, com
0 meétodo por extrusdo constituindo-se numa técnica simples, barata e de rapida realizag&o,
com a necessidade da utilizagdo de menor quantidade de leveduras e agente encapsulante para
obtencdo de uma quantidade satisfatoria de microcapsulas, que apresentem padrdes
probidticos, porém a avaliacdo de viabilidade torna-se dificultada por conta da necessidade da
dissolugdo das microcapsulas em citrato de sodio, com varios ciclos de homogeneizagéo,
tornando a analise mais demorada, além da necessidade do armazenamento das microcapsulas
imersas em agua, que necessita de troca semanal.

O método spray drying deu origem a um produto de facil e répida dissolugcdo em
diferentes meios, apresentando uma praticidade de menor tempo para a realizacdo das anélises
de viabilidade, e que necessita de um controle menos rigido no armazenamento das

microcapsulas, por apresentarem caracteristicas como a baixa umidade e Aa, fatores que
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dificultam o crescimento de micro-organismos contaminantes, porém constitui-se em um
método que necessita de um aparelho para a realizacdo da técnica, tornando 0 processo mais

0neroso.
4. Conclusdes

Os métodos de microencapsulamento por spray drying e por extrusdo apresentam bom
rendimento e eficiéncia para microencapsulacdo de células de Saccharomyces cerevisiae
A8L2, e sdo capazes de preservar a viabilidade probidtica das células, mesmo em diferentes

temperaturas e periodos de armazenamento.
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4 Capitulo 11

Interferéncia da microencapsulacao por spray drying e por extrusao sobre a capacidade

probiotica e potencial adsorvente de micotoxinas da Saccharomyces cerevisiae
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Resumo - Objetivou-se neste estudo avaliar a interferéncia dos metodos de

microencapsulacdo por spray drying e por extrusdo sobre a capacidade probidtica e o
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potencial adsorvente in vitro de micotoxinas da Saccharomyces cerevisiae. Apos 0 término da
realizacdo das técnicas, as microcapsulas formadas foram coletadas e transferidas para trés
frascos esterilizados hermeticamente vedados com Parafilm®. Cada frasco foi armazenado
em uma temperatura diferente: 4,0°C; 35°C (incubados em estufa B.O.D) e temperatura
ambiente na bancada do laboratério (entre 18 e 30°C), por 60 dias. Apds o periodo de
armazenamento, foi realizada a contagem do numero de leveduras, para avaliacdo da
manutencdo das culturas com quantidade de células vidveis necessarias para serem
empregadas como agentes probi6ticos, de 10° UFC/g. As leveduras microencapsuladas foram
submetidas aos seguintes testes para avaliacdo da capacidade probidtica: inibicdo de micro-
organismos patogénicos, auto-agregacdo e capacidade de co-agregacdo, e testes adsorventes
in vitro de AFB; e OTA. A Saccharomyces cerevisiae A8L2 microencapsulada por spray
drying e por extrusdo apresentou resultados satisfatorios para capacidade probidtica e
adsorcéo in vitro de AFB; e OTA, indicando que ambos 0os métodos de microencapsulamento

mantém tais propriedades da levedura, mesmo em diferentes temperaturas de armazenamento.

Termos para indexacdo: Maltodextrina, Aflatoxina B;, Ocratoxina A, alginato de sddio, in

vitro.

Abstract - The objective of this study was to evaluate the interference of spray drying and
extrusion microencapsulation methods on probiotic capacity and the in vitro adsorbent
potential of Saccharomyces cerevisiae mycotoxins. After the completion of the techniques,
the microcapsules formed were collected and transferred to three sterile vials sealed tightly
with Parafilm®. Each vial was stored at a different temperature: 4.0°C; 35°C (incubated in
oven B.0.D) and room temperature on the laboratory bench (between 18 and 30°C) for 60

days. After the storage period, the number of yeasts was counted, to evaluate the maintenance
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of cultures with the number of viable cells needed to be used as probiotic agents, of 10°
CFU/g. The microencapsulated yeasts were submitted to the following probiotic capacity
tests: inhibition of pathogenic microorganisms, self-aggregation and co-aggregation capacity,
and in vitro adsorbent assays of AFB1 and OTA. Saccharomyces cerevisiae A8L2
microencapsulated by spray drying and extrusion showed satisfactory results for probiotic
capacity and in vitro adsorption of AFB; and OTA, indicating that both microencapsulation

methods maintain such yeast properties, even at different storage temperatures.

Index terms: Maltodextrin, Aflatoxin B;, Ochratoxin A, sodium alginate, in vitro.

Introducéo

A habilidade de sobreviver aos processos tecnologicos da Sacharomyces cerevisiae,
permanecendo com células viaveis durante a vida util do produto e sua efetividade contra
micotoxinas propicia a utilizacdo de métodos de preservacdo deste micro-organismo, como a
microencapsulacdo. Esta técnica consiste no revestimento de compostos de interesse, por uma
matriz encapsulante no intuito de preservar as propriedades benéficas, conferindo a protecdo
de compostos biologicamente ativos ou células de agressdes fisicas do ambiente ou do meio
que estdo incorporados, possibilitando a utilizacdo destes em ampla variedade de produtos,
por diversos metodos, como a microencapsulagao por spray drying e 0 microencapsulamento
por extrusdo (ANAL; SINGH, 2007; DOHERTY et al., 2011; SIMEONI et al., 2014,
PINPIMAI et al., 2015; RIBEIRO; BARRETO; HANNAS, 2015; PINHEIRO, 2016).

Os probidticos sdo micro-organismos vivos, fornecidos nos alimentos e suplementos
que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem efeitos benéficos a saude do

consumidor, como a melhoria da microbiota intestinal e melhoria de desempenho de animais.
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Entre esses micro-organismos enquadram-se leveduras, como a Sacharomyces cerevisiae, que
possuem vantagens como ndo serem afetadas por substancias antibacterianas, conter varios
compostos imunoestimulantes, facilidade na extracdo de sua biomassa, capacidade de
assimilar grande variedade de substratos e atuarem como agentes descontaminantes de
micotoxinas (ARMANDO et al.,, 2011; PIZZOLITTO et al., 2012; KELLER, 2013;
PINHEIRO, 2013; CARUFFO et al., 2015; PFLIEGLER; PUSZTAHELYI; POCSI, 2015;
PINHEIRO, 2016).

As micotoxinas sdo substancias produzidas pelo metabolismo secundario de fungos
filamentosos os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium que podem se constituir em
perigo saude humana e animal quando consumidas. Elas sdo estaveis a temperaturas elevadas
(>150°C) utilizadas durante o processamento de alimentos como de cereais e racdes, e
também quando submetidas a valores de pH acidos préximos aos encontrados no suco
gastrico de diversos animais. Quando presentes nos alimentos representam um risco potencial
para a sanidade pela toxidade elevada, que quando ingeridas em doses toxicas podem produzir
efeitos agudos ou crbnicos (micotoxicoses), além de perdas econdmicas consideraveis pela
reducdo dos parametros de eficiéncia na produgdo animal (MIDIO; MARTINS, 2000;
BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; MAZIERO; BERSOT, 2010; PEREYRA et al., 2010;
PFLIEGLER; PUSZTAHELYI; POCSI, 2015; RIBEIRO; BARRETO; HANNAS, 2015;
MATEJOVA et al., 2017).

Por esse motivo, faz-se necessario o uso de medidas de controle tais como: prevencao
da contaminagé@o e multiplicacdo dos fungos nos alimentos; a descontaminacdo de alimentos
contaminados por micotoxinas; adsor¢do e inativagdo das micotoxinas no trato
gastrointestinal.

Dentre as medidas de controle de micotoxinas, destaca-se 0 uso de técnicas biologicas,

como a detoxificacdo realizada por leveduras que possuam capacidade probidtica. Essa
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técnica representa uma promissora estratégia, visto que estes micro-organismos quando
adicionados aos alimentos contaminados séo capazes de adsorver micotoxinas, propiciando a
reducdo da quantidade destes agentes toxicos, além de sua acdo fermentativa possibilitar que
o alimento ndo tenha seu valor nutricional afetado de maneira significativa e a palatabilidade
ndo seja comprometida (MALLMANN et al., 2006; PIZZOLITTO et al., 2012; RAHAIE et
al., 2012; RIBEIRO; BARRETO; HANNAS, 2015).

As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas principalmente por Aspergillus flavus e A.
parasiticus, destacando-se os tipos B1, B2, G1 e G2, com a aflatoxina B; (AFB;) sendo a
mais prevalente e biologicamente ativa dentre as aflatoxinas, considerada o metabolito mais
toxico para maioria dos animais, responsavel por desencadear efeitos teratogénicos,
hepatotdxicos, mutagénicos, carcinogénicos e imunossupressivos (CARDOSO FILHO;
MURATORI, 2011; ROCHA et al., 2014; ANATER et al., 2016; MATEJOVA et al., 2017).

As ocratoxinas sdo micotoxinas produzidas principalmente por Aspergillus ochraceus,
com a ocratoxina A (OTA) sendo a mais conhecida e toxica, possuindo diversas propriedades
toxicas, principalmente nefrotdxicas, além de propriedades hepatotoxicas, citotoxicas,
teratogénicas, imunossupressoras e carcinogénicas, podendo estar presente numa grande
variedade de alimentos para consumo animal (MAGNOLI et al., 2004; FREIRE et al., 2007;
RINALDI et al.,, 2007; CARDOSO FILHO; MURATORI, 2011; RIBEIRO; BARRETO;
HANNAS, 2015). Pelo exposto, objetivou-se com o presente estudo avaliar a interferéncia
dos métodos de microencapsulacdo por spray drying e por extrusdo sobre a capacidade

probidtica e o potencial adsorvente in vitro de micotoxinas da Saccharomyces cerevisiae.

Material e métodos
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Para preparo das microcapsulas foi utilizada a cepa de Sacharomyces cerevisae A8L2
isolada por Rodrigues (2018) de agua dos viveiros de piscicultura da cidade de Teresina,
Piaui, Brasil. Esta cepa foi identificada por técnicas moleculares, PCR-fingerprinting e
sequenciamento da regido ITS-5.8S, e sua capacidade probiotica e adsorvente in vitro de
AFB1 foi testada por Rodrigues (2018), desde entdo, pertencente a colecdo de culturas do
Laboratorio de Controle Microbioldgico do Nucleo de Estudos, Pesquisas e Processamento de
Alimentos pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Piaui.

Para a microencapsulacédo por spray drying e extrusdo a levedura foi cultivada em 200
e 10 mL, respectivamente, de caldo extrato de levedura peptona dextrose (YPD) preparado
com 5,0 g de extrato de levedura; 5,0 g de peptona; 40 g de glicose; 0,03 g de cloreto de sddio
e agua destilada g.s.p. para 1000 mL, incubada sob agitacdo (150 rpm) em mesa agitadora
modelo SL-180/DT (Solab®), a 30°C durante 48 horas. Apés incubacdo, as células foram
centrifugadas (3500 rpm por 10 min) e lavadas duas vezes com agua destilada esterilizada,
resultando num concentrado de células de Saccharomyces cerevisiae A8L2 (pellets).

Para o processo de encapsulamento por spray drying, foi estabelecido que a solucéo
encapsulante deveria conter 5,0% de sélidos, composto por: 2,5% dos pellets; 2,5% do agente
encapsulante (maltodextrina) e 95% de agua destilada. Inicialmente pesaram-se os pellets para
utilizacdo da mesma quantidade de maltodextrina (Pryme Foods®), para composicdo da
solucéo.

Para o preparo da solucdo de encapsulamento, primeiramente a maltodextrina foi
ressuspendida em agua destilada e posteriormente esterilizada em autoclave a 121°C por 15
minutos. Apods resfriar, os pellets foram acrescentados assepticamente a solucdo de
encapsulamento.

Para a execucdo da técnica micro encapsulamento por spray drying foi utilizado um

aparelho mini spray dryer B-290 co-corrente, de escala laboratorial (Buchi®). Utilizou-se
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105°C como temperatura de entrada. A solucdo de encapsulamento foi mantida em agitador
magnético a temperatura ambiente e conduzida para a camara de secagem por bomba
peristaltica, com fluxo de alimentacdo de 3,0 mL/min, fluxo do ar de secagem de 35 m*h e
pressdo do compressor de ar de 0,7 MPa. As microcapsulas foram coletadas da base do
ciclone e transferidas para trés frascos esterilizados hermeticamente vedados com Parafilm®.
Cada frasco foi armazenado em uma temperatura diferente: 4,0°C; 35°C (incubados em estufa
B.0.D) e temperatura ambiente na bancada do laboratério (entre 18 e 30°C) por 60 dias.

Para o processo de encapsulamento por extrusdo, foi estabelecido que a solucdo de
encapsulamento deveria conter 51% de sélidos, composto por 2,0% dos pellets, 49% do
agente encapsulante (emulsdo de alginato de sodio 7,5%) e 49% de agua destilada.
Inicialmente pesaram-se o0s pellets, em seguida acrescentou-se a respectiva quantidade de
alginato de soédio 7,5% (Isofar®), para composicdo da solucdo acrescentou-se a agua
destilada.

Para o preparo da solugdo encapsulante, primeiramente foi formulada uma emulsdo de
alginato de sodio a 7,5% que foi esterilizada em autoclave a 105°C por 15 minutos. Ap6s
resfriar, a emulsdo foi transferida para tubos tipo Falcon contendo os pellets. A solucédo
encapsulante foi transferida por gotejamento utilizando seringas estéreis descartaveis Luer
Slip (Procare®) e agulhas hipodérmicas esterilizadas 18G x 1% (Wiltex®) para frascos tipo
béqueres contendo solucédo de cloreto de célcio (CaCl, 0,15M). Durante a transferéncia da
solugdo os frascos foram mantidos em agitador magnético, e no final do processo
permaneceram por 10 minutos aproximadamente em agitacdo até que houvesse precipitacéo
da emulséo e formacdo das microcapsulas.

Em seguida, em condic¢des assépticas, a solucdo encapsulante foi peneirada utilizando
uma peneira doméstica de nylon (Plasvale®) com granulometria de 10 mesh (2,0mm). As

microcapsulas retidas na peneira foram transferidas para trés frascos esterilizados utilizando
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uma espatula esterilizada, em seguida adicionou-se 40 mL de agua destilada esterilizada. Os
frascos foram vedados com Parafilm®. Cada frasco foi armazenado em uma temperatura
diferente: 4,0°C; 35°C (incubados em estufa B.0O.D) e temperatura ambiente na bancada do
laboratdrio (entre 18 e 30°C) por 60 dias.

Apls 60 dias dos processos de encapsulamento foi realizada a avaliagdo da
manutencdo das culturas com quantidade de células vidveis minimas para serem empregadas
como agentes probi6ticos, na faixa de 10° UFC/g (SIMON, 2005), utilizando o método de
semeadura por espalhamento em superficie no agar extrato de levedura peptona dextrose
(YPD) com a seguinte formulacdo: 6,0 g de peptona; 6,0 g de glicose; 3,0 g de extrato de
levedura; 0,059 de clorafenicol; 4,5 g de agar e agua destilada g.s.p. para 300 mL.

As leveduras microencapsuladas foram submetidas aos seguintes testes para avaliacdo
da capacidade probidtica: inibicdo de micro-organismos patogénicos, autoagregacdo e co-
agregacdo das leveduras, de acordo com a metodologia proposta por Armando et al. (2011).

A levedura Saccharomyces cerevisiae (A8L2) microencapsulada foi testada para a
producdo de substancias antimicrobianas contra bactérias patogénicas utilizando o método
agar slab no meio YPD de acordo com metodologia proposta por Strus (1998). Neste ensaio
foram avaliadas as seguintes bactérias: Aeromonas hydrophila INCQS 00318 (IOC/FDA 110-
36), Staphylococcus aureus INCQS 00015 (ATCC 25923) e Streptococcus agalactiae INCQS
00128 (ATCC 27853), advindas da colegcdo de micro-organismos do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da Fundacdo Oswaldo Cruz.

As bactérias patogénicas foram semeadas em agar Nutriente a 37°C por 24 horas em
estufa B.O.D. Posteriormente, foi ressuspendido um inoculo de cada bactéria em solucéo
salina (0,9%) e ajustadas as suspensdes bacterianas ao tubo 0,5 da escala de McFarland. Apds
ajuste do inoculo, com auxilio de swab esterilizado (Cral®), as bactérias foram semeadas em

estrias por toda a superficie de placas de Petri com agar Nutriente. Em seguida, discos de agar
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YPD de 14 mm contendo as leveduras semeadas previamente a 25°C por 48 horas, foram
cortados assepticamente e adicionados as placas com &agar Nutriente que foram semeadas
anteriormente com as bactérias patogénicas, em duplicata. Apds 24 horas de incubacdo a
37°C, mediram-se os diametros das zonas de inibicdo do crescimento em torno das placas de
agar, com os resultados sendo descritos em milimetros (mm), subtraindo-se o diametro do
disco de agar de YPD.

Para determinar a propriedade de adesdo célula-célula das leveduras pelos ensaios de
autoagregacao e co-agregacdo foi utilizada a metodologia descrita por Kos et al. (2003). Os
indculos de cada cepa foram cultivados em caldo YPD e incubados em estufa microbiologica
a 37°C durante 24 horas. Ap6s o periodo de incubacdo as células foram centrifugadas a 5.000
rpm durante 10 minutos em microcentrifuga Hermle (modelo Z216MK), em temperatura
ambiente, lavadas duas vezes com agua esterilizada, ressuspensas em 4,0 mL de tampédo
fosfato salino (PBS - pH 7,2) e homogeneizadas em vortex QL901 (Vertex®). Em ambos 0s
ensaios, as suspensdes de células foram padronizadas para uma densidade Otica (DOinicial)goo
nm = 0,5. Os tubos com as suspensdes foram incubados a 37°C por duas horas sem agitagéo.
Em seguida, os valores de absorbédncia da camada superior foram medidos a 600 nm
(DOfinal) em espectrofotometro (Biospectro®). Para determinacdo da porcentagem de
autoagregacao das leveduras encapsuladas foi aplicada a formula 1:

Capacidade de autoagregac&o% = [1 — (DOfinai/DOinicia))] X 100

Onde:

DOsinai= Densidade otica final

DOinicia= Densidade 6tica inicial

O método de preparacdo das suspensdes de leveduras microencapsuladas para co-

agregacao foi 0 mesmo utilizado para o ensaio de autoagregacdo e a metodologia deste teste
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foi realizada como descrito por Pizzolitto et al. (2012). Foram utilizados neste ensaio
patogenos intestinais comuns de peixes: Aeromonas hydrophila INCQS 00318 (IOC/FDA
110-36) e Streptococcus agalactiae INCQS 00128 (ATCC 27853).

Foi realizado um cultivo de cada bactéria patogénica em caldo cérebro coracao (BHI)
e incubado por 24 horas a 37 °C, a seguir cada cultivo foi centrifugado a 5.000 rpm durante
10 minutos. Na sequéncia descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se as células em PBS
(pH 7,2). Foram realizadas diluicbes com a mesma solucdo tampdo para ajustar a
concentracdo final tanto de leveduras quanto de bactérias a DOgoo nm = 0,5. Posteriormente,
volumes iguais (2,0 mL) de leveduras e bactérias patogénicas foram misturados em tubos
estéreis, homogeneizados em vortex QL901 (Vertex®) e incubados a 37°C durante duas horas
sem agitacdo. Em seguida, o sobrenadante da mistura descrita acima (DOpx) € dos tubos
controle com suspensdes de leveduras (DOievequra) € bactérias (DOpatogeno) tiveram a
absorbancia medida a 600 nm. Para determinacdo da porcentagem de co-agregacdo foi
aplicada a formula 2:

Co-agregacéo% = [1 — DOwix/ (DOpatogeno + DOLevedura / 2)] X 100

Onde:

DOwix= Densidade 6tica da mistura levedura + patdgeno;

DOpratsgeno= Densidade otica do patogeno

DO\evedura= Densidade 6tica da levedura

O ensaio de adsorcdo de AFB; e OTA foi realizado de acordo com Pizzolitto et al.
(2011); Poloni et al. (2015). A solugéo inicial de AFB; e OTA utilizada no ensaio foi extraida
de um nucleo produzido com a cepa padrdo de Aspergillus parasiticus NRRL 2999 (USDA,
149 Agricultural Research Service, Peoria, IL) e Aspergillus ochraceus, pertencente a

micoteca do NUEPPA, em concentracdo de AFB; 2,67 pg/mL e OTA 593 pg/mL. A
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metodologia adotada neste ensaio avalia a capacidade de adsor¢do simulando as condicgdes
gastrointestinais de tilapia-do-Nilo (Rotta, 2003).

A concentrac&o para o ensaio foi padronizada em 10’ células/mL. Foram preparadas
em microtubos solugdes de trabalho de AFB; (15 e 45 ng/mL) e OTA (140 ng/mL) em PBS
(pH 7,0). A seguir, para simular a acidez do estbmago de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus), adicionou-se 1,0 mL da solucdo de PBS (pH 2,0) aos microtubos, que, a seguir
foram incubados a 30°C por 60 minutos em agitacdo constante (150 rpm) em mesa agitadora
modelo SL-180/DT (Solab®). Logo apés, os microtubos foram submetidos a centrifugagdo a
5000 rpm por 10 minutos em microcentrifuga Hermle (modelo Z216MK). Desprezou-se o
sobrenadante e aos concentrados de células resultantes, adicionou-se 1,0 mL de PBS em pH
7,0, contendo AFB; e OTA, nas concentracdes testadas (15 e 45 ng/mL) e (140 ng/mL),
respectivamente. Os mesmos microtubos foram incubados por 60 minutos a 30°C e
submetidos a agitacdo constante em mesa agitadora.

Apos este periodo, os microtubos foram novamente centrifugados a 5.000 rpm durante
10 min em temperatura ambiente. O sobrenadante contendo micotoxinas ndo adsorvidas foi
transferido para outros microtubos esterilizados e armazenados para analise do percentual de
adsorcdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Em paralelo, também foi
realizado o controle positivo para ambas micotoxinas, em meio PBS.

A deteccdo e a quantificacdo da AFB; e OTA foram realizadas utilizando um
cromatégrafo SHIMADZU®, modelo PROMINENCE com detector de fluorescéncia modelo
RF-10AXL SUPER de acordo com a metodologia proposta por Trucksess et al. (1994) e
Scudamore e Macdonald (1998). As separacfes cromatograficas foram realizadas em uma
coluna de fase reversa (de silica gel, 150 x 4,6mm id., 5,0um de tamanho de particulas,
VARIAN, Inc. Palo Alto, EUA). Para analise de AFB1, utilizou-se uma aliquota de 200 uL da

amostra, que foi acrescida de 700 pL de solugdo derivatizante, composta por &cido
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trifluoroacético: acido acético glacial: agua (20:10:70, v/v). Como fase movel, utilizou-se
acetonitrila: metanol: 4gua (17:17:66 v/v) a uma vazao de 1,5 mL/min. O volume de injecéo
foi de 20 pL. O limite de deteccdo do método analitico para aflatoxina foi de 0,4 ng.g™ e o
limite de quantificacdo foi estabelecido como sendo trés vezes o limite de detecgdo (1,2 ng.%
1)_

Para andlise de OTA, a fase mdvel utilizada foi acetonitrila: 4gua: acido acético (57:
41: 2 vivlv) a uma vazdo de 1,0 mL/min. A fluorescéncia de derivados de ocratoxina foi
gravada em comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de A 300 nm e 460 nm A,
respectivamente. O volume de injecéo foi de 20 puL. O limite de deteccdo do método analitico
foi de 0,02 ng.g™ e o limite de quantificacéo foi estabelecido como sendo trés vezes o limite
de deteccéo (0,06 ng.g™).

As curvas de quantificacdo das toxinas foram realizadas por medicdo das areas e sua
interpolacdo a uma curva de calibracdo construida com diferentes concentracdes de padréo de
AFB; e OTA, respectivamente, de onde foram extraidos os limites de detec¢do e quantificacdo
das técnicas. As quantificacGes de micotoxinas adsorvidas foram estabelecidas por meio da
correlacdo entre as areas dos picos das amostras e da curva padrdo. As porcentagens de
adsorcdo de AFB; e OTA foram realizadas pela formula 3:

100 x [1 — (area do pico de micotoxina da amostra/area do pico de micotoxina no

controle positivo)]

Os dados foram expressos como média = desvio padrdo. Para as analises da
capacidade probidtica (atividade antimicrobiana, auto-agregacdo e co-agregacdo) os
resultados foram expressos em percentual (%) e para os testes de adsor¢do de AFB; e OTA,
foram expressos em quantidade de micotoxina adsorvida (ng mL™Y) e percentual de

micotoxina adsorvida, nas respectivas concentracdes.
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Para a avaliacdo de atividade antimicrobiana foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado com esquema fatorial (6 x 3 x 2), com seis niveis de
temperatura/método de encapsulamento (4,0°; ambiente [18 a 30°] e 35°C, combinadas a
spray drying e extrusdo, separadamente), trés niveis de bactérias patogénicas (Aeromonas
hydrophila, Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus) e duas repeti¢es (halo de
inibicdo em mm). Para a avaliacdo da capacidade de auto-agregacdo foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos (temperatura/método de
encapsulamento, com 4,0°; ambiente [18 a 30°] e 35°C, combinadas a spray drying e
extrusao, separadamente) e quatro repeti¢oes (percentual de autoagregacéo).

Para a avaliacdo da capacidade de co-agregacdo foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado com esquema fatorial (6 X 2 X 2), com seis niveis de
temperatura/método de encapsulamento (4,0°; ambiente [18 a 30°] e 35°C, combinadas a
spray drying e extrusdo, separadamente), dois niveis de bactérias patogénicas (Aeromonas
hydrophila e Streptococcus agalactiae) e duas repeti¢des (percentual de co-agregacao).

Para o teste de adsorcdo de AFB; foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado com esquema fatorial (6 x 2 x 2), com seis niveis de temperatura/método de
encapsulamento (4,0°; ambiente [18 a 30°] e 35°C, combinadas a spray drying e extrusao,
separadamente), dois niveis de concentracbes de micotoxinas (15 ng mL™ e 45 ng mL™) e
duas repeticOes (quantidade adsorvida e percentual de adsorcdo, realizadas separadamente).
Para o teste de adsorcdo de OTA foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com
seis tratamentos (temperatura/método de encapsulamento, com 4,0°; ambiente [18 a 30°] e
35°C, combinadas a spray drying e extrusdo, separadamente) e quatro repeticdes (quantidade
adsorvida e percentual de adsorc¢éo, realizadas separadamente).

A anélise de variancia (ANOVA) foi realizada utilizando o procedimento PROC

GLM, do software SAS® University Edition. A comparacdo de médias na analise dos
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parametros foi realizada utilizando o teste de comparacdo de medias de Tukey, com nivel de

significancia de p<0,01.

Resultados e discussoes

A Saccharomyces cerevisiae (A8L2) microencapsulada tanto pelo método spray
drying quanto pela técnica de extruséo, apresentou contagem de células viaveis acima de 10°
UFC/g que é o valor minimo recomendado por Simon (2005) para 0 emprego como agente
probidtico em alimentos nas trés temperaturas de armazenamento (4°C, ambiente [18 a 30°C]
e 35°C), embasando a realizacéo dos testes probioticos e adsorventes.

Todas as leveduras microencapsuladas, advindas das trés distintas condicdes de
armazenamento inibiram o crescimento dos patdgenos utilizados no ensaio, com zonas de
inibicdo superiores a 10 mm, demonstrando uma satisfatoria atividade antagonista, com

resultados expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo da atividade antimicrobiana da Saccharomyces
cerevisiae (A8L2), microencapsulada por spray drying e por extrusdo, armazenadas por 60
dias as temperaturas: 4,0°C; ambiente (entre 18 e 30°C) e 35°C

Halo de inibicdo (mm)®

(X + DP)
Metodo de Aeromonas Streptococcus Staphylococcus
microencapsulagao/temperatura hidrophyla agalactie aureus
(X + DP) (X + DP) (X + DP)

Spray drying/ 4°C 18,54+ 2,1 19,0+ 0,0 18,54+ 0,7

Spray drying/ ambiente 19,54+ 0,7 21,00+0,0 20,0°+1,4
Spray drying/ 35°C 20,5+ 0,7 21,5%+0,7 21,0°+0,0
Extrusdo/ 4°C 18,0°+ 2,8 20,0°+0,0 18,0°+ 1,4

Extrusdo/ ambiente 195°+2,1 19,5°+0,7 20,0°+0,0
Extrusdo/ 35°C 21,0°+0,0 20,5+ 0,7 19,5+ 0,7

X: média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade (p<0,01). ! -= zona de inibicio < 3 mm; + = zona de inibi¢io >3 mm a < 9 mm; ++ = zona de
inibi¢do > 10 mm a < 15 mm; +++ = zona de inibigdo > 15 mm.
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A atividade antagonista de leveduras em relacdo a alguns micro-organismos pode ser
baseada em alguns pontos como a competicdo por nutrientes e a liberacdo de micocinas,
substancias capazes de inibir o desenvolvimento de outros micro-organismos, como as
bactérias (HATOUM; LABRIE; FLISS, 2012). Armando et al. (2011) utilizando as cepas
RC008 e RCO016 da espécie S. cerevisiae, isoladas do ambiente de suinos, obtiveram
resultados de atividade antimicrobiana contra E. coli, Salmonella entérica e Enterobacter
cloacae. No presente estudo foi possivel observar que a S. cerevisiae A8L2 apresentou efeito
inibitério contra Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus,
mostrando que as técnicas de microencapsulamento utilizadas mantém a atividade
antimicrobiana da levedura.

Os resultados de auto-agregacao das leveduras microencapsuladas, advindas das trés
distintas condi¢cdes de armazenamento, estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2. Médias e desvio padrdo da capacidade de auto-agregacdo da Saccharomyces
cerevisiae (A8L2), microencapsulada por spray drying e extrusdo, advinda do armazenamento
nas temperaturas 4,0°C, ambiente (entre 18 e 30°C) e 35°C

Método de Auto-agregacao (%) Escore de Agregacéo’
microencapsulacdo/temperatura (X + DP)

Spray drying/ 4°C 77,59 +0,1 +

Spray drying/ ambiente 76,1° £ 0,4 +
Spray drying/ 35°C 63,4°+0,2 +
Extruséo/ 4°C 92,9%+0,1 ++

Extruséo/ ambiente 85,2°+ 0,4 ++
Extrusdo/ 35°C 78,4°+0,0 +

X: média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade (p<0,01). *(-): agregacio < 60, (+): agregagio > 60 e < 80, (++): agregagdo > 80.

A caracteristica de auto-agregacéo esta relacionada a capacidade da levedura aderir-se
as células epiteliais da mucosa gastrointestinal (NEWAJ-FYZUL; AL-HARBI; AUSTIN,
2014). A capacidade de auto-agregacdo da cepa Saccharomyces cerevisiae (A8L2) que foi
microencapsulada por spray dryer e por extrusao foi > 60% (Tabela 2), semelhante ao obtido
com cepas da mesma espécie que ndo foram microencapsuladas (ARMANDO et al. 2011;

Pizzolitto et al. 2012; RODRIGUES, 2018), em todas as condi¢des de temperatura testadas,
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mostrando que 0 uso das técnicas de microencapsulamento, principalmente a de extrusao,
mantém a capacidade de aderir-se as células epiteliais da mucosa gastrointestinal, sendo
favoraveis para a utilizacdo da levedura na formulacdo de um produto probidtico comercial
para piscicultura.

A co-agregacdo é uma propriedade inerente aos micro-organismos probidticos que
auxilia na prevencdo da invasdo de agentes patogénicos ao organismo do hospedeiro, por
forma barreira protetora contra a colonizacdo e remocéao de bactérias patogénicas do lumen
intestinal (COLLADO; MERILUOTO; SALMINEN, 2008; BINETTI et al., 2013;
ABBASILIASI et al., 2017). Esta capacidade foi confirmada em Saccharomyces cerevisiae
ndo encapsuladas contra Salmonella Enteritidis (BINETTI et al. 2013); Aeromonas
hydrophila, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Salmonella Enterica
(Rodrigues 2018) e E. coli (BINETTI et al. 2013; RODRIGUES 2018). A Saccharomyces
cerevisiae (A8L2) microencapsulada por spray dryer e por extrusdo apresentou capacidade de
co-agregacdo (> 12%) nas diversas condigdes de armazenamento e estocagem contra A.
hydrophila e S. agalactiae (Tabela 3). Tais resultados mostram que o0 uso das técnicas de
microencapsulamento utilizadas preservam a capacidade de co-agregacdo da levedura,
fornecendo indicios de que leveduras microencapsuladas podem ser utilizadas na prevencédo
da invaséo de agentes patogénicos ao organismo do hospedeiro.

Tabela 3. Médias e desvio padrdo da capacidade de co-agregacdo da Saccharomyces
cerevisiae (A8L2), microencapsulada por spray drying e extrusao, advinda do armazenamento
nas temperaturas 4,0°C, ambiente (entre 18 e 30°C) e 35°C

Metodo de Aeromonas hidrophyla Streptococcus agalactie
microencapsulacio/temperatura (X + DP) (X + DP)

Spray drying/ 4°C 31,82+ 0,1 281°+1.1

Spray drying/ ambiente 13,5+ 0,9 30,6 +0,3
Spray drying/ 35°C 25,1 +0,1 283" +2.1
Extrusio/ 4°C 28,4°+0,1 26,5° +1,0

Extrusdo/ ambiente 29,6 +2,1 33,8°+0,9
Extrusédo/ 35°C 23,1°+0,7 18,1°+0,1

X: média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de

Tukey a 1% de probabilidade (p<0,01).
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A triagem de um bom probiotico requer testes in vitro e in vivo direcionados para o
modo de acdo do micro-organismo conforme sua finalidade e fisiologia do organismo sera
beneficiado. Baseada nos parametros digestivos da tilapia que € um peixe onivoro, ficou
evidenciada a eficacia in vitro das cepas S. cerevisiae A8L2 microencapsulada pelos dois
métodos testados (Tabelas 1, 2 e 3).

Micro-organismos com capacidade probiotica e que apresentem eficiéncia na adsorgédo
de diversas micotoxinas sdo os mais desejaveis por reduzir o impacto das micotoxinas sobre o
desempenho dos animais (PIZZOLITTO et al., 2011; RIBEIRO; BARRETO; HANNAS,
2015).

Cepas viaveis de S. cerevisiae ndo encapsuladas podem ter capacidade para adsorver
AFB; (PIZZOLITTO et al. 2012; PINHEIRO et al. 2017; RODRIGUES, 2018) e OTA
(PINHEIRO et al. 2015), em concentracfes variaveis. A Saccharomyces cerevisiae (A8L2)
microencapsulada por spray drying e por extrusdo apresentou capacidade para adsorcéo de 45
ng mL™? de AFB; e 140 ng mL™ de OTA (Tabela 4), em diferentes temperaturas, apds 60 dias

de armazenamento.
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Tabela 4. Médias e desvio padrdo da adsor¢do de AFB; e OTA da Saccharomyces cerevisiae (A8L2), microencapsulada por spray drying e

extrusdo, advinda do armazenamento nas temperaturas 4,0°C, ambiente (entre 18 e 30°C) e 35°C

AFB1 Adsorvida (ng mL™) % de AFB1 Adsorvida OTA Adsorvida % de OTA
Método de (ng mL™) (ng mL™) Adsorvida (ng mL™)

microencapsulag&o/ 15ng mL™* 45 ng mL™*! 15ngmL™? 45 ng mL™* 140 ng mL™* 140 ng mL™*
temperatura (X £ DP) (X £ DP) (X + DP) (X £ DP) (X £ DP) (X £DP)
Spray drying/ 4°C 2,95+ 0,4 10,53+ 6,2 19,7°+25 24.4°% + 14,7 113,46° £ 2,7 80,2+ 1,9

Spray drying/ ambiente 2,65°+0,4 8,37%+ 1,2 175°+25 195°+29 120,39°+ 21,4 85,1+ 15,1
Spray drying/ 35°C 4,35 +12 9,86°+1,0 29,2°+ 7,8 22,9°+2,3 121,49%+9,2 85,9+ 6,5
Extrusdo/ 4°C 3,00°+0,9 508 +21 20,2 +5,6 11,8°+49 83,18% + 4,0 63,8°° +3,2
Extrusdo/ ambiente 1,00°+0,9 6,65°+ 4,5 6,5 +5,8 15,5+ 10,4 90,22% + 0,2 58,8 +7,9
Extrusdo/ 35°C 2,065+ 15 6,21+ 0,1 13,8+ 10,2 14,42 +0,2 41,36" + 1,6 29,2°+8,3

X: média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade (p<0,01).
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Deste modo, a microencapsulacdo mantém a capacidade de adsorcdo de micotoxinas
da levedura, e a potencializa como um agente adsorvente ideal, sendo efetiva contra varios
destes metabdlitos, representando uma caracteristica essencial, visto que geralmente os

alimentos estdo contaminados por mais de um tipo de micotoxina.

Concluséo
Os métodos de microencapsulamento por spray drying e por extrusao mantém a
capacidade probiotica e de adsor¢do in vitro de AFB; e OTA da Saccharomyces cerevisiae

A8L2, mesmo em diferentes temperaturas de armazenamento.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O microencapsulamento de probidticos é uma tecnologia que tem o intuito de
preservar as propriedades benéficas de um micro-organismo. Desta forma, os métodos de
microencapsulacdo por spray drying e por extrusdo mantiveram a viabilidade, a capacidade
probidtica e de adsorcdo in vitro de micotoxinas da S. cerevisiae A8L2 preservada, em
diferentes condicGes de armazenamento, 0 que propicia subsidios para a sua inclusdo em
racOes de pisicicultura, para posteriores estudos in vivo. O resultado favoravel apresentado
pelos métodos de microencapsulamento também propicia a sua utilizacdo em relacdo a outras
espécies animais, através da realizacdo de adequados testes probidticos e adsorventes de
micotoxinas, in vitro e in vivo, na busca pela ampliacdo do uso de tais processos tecnoldgicos.

O estudo de micro-organismos com capacidade probiodtica e descontaminante de
micotoxinas em alimentos, assim como sua utilizacdo, vem intensificando-se, e o
entendimento de processos tecnoldgicos de conservagdo destes agentes torna-se necessario,
visto que representa uma maneira de potencializar satisfatorios resultados, na busca de estar

sempre otimizando parametros de sanidade e producdo animal.

REFERENCIAS

ALCARDE, A. R.; BASSO, L. C. Efeito da trealose na manutencdo da viabilidade de células
de leveduras desidratadas por liofilizacdo. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 54, n. 3, 1997.

ANVISA. Alimentos com alegacdes de propriedades funcionais e ou de saude, novos
alimentos/ingredientes, substancias bioativas e probioticos: lista de alegacGes de
propriedades funcionais aprovadas. Brasilia: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2008. Disponivel em:<http://www.anvisa.gov.br/alimentos/comissoes/tecno_lista_alega.htm>.
Acesso em: 22 jun. 2018.

AQUINGO, S. et al. Evaluation of viability of Aspergillus flavus and aflatoxins degradation in
irradiated sample of maize. Brazilian Journal of Microbiology, v. 36, n. 4, p. 352-356,
2005.

ARMANDO, M. R. et al. Saccharomyces cerevisiae strains from animal environmental with
aflatoxin B1 detoxification ability and anti-pathogenic bacteria influence in vitro. World
Mycotoxin Journal, v. 4, p. 59-68, 2011.

BATA, A.; LASZTITY, R. Detoxifcation of mycotoxincontaminated food and feed by
microorganisms. Trends in Food Science and Technology, v. 10, n. 6-7, p. 223-228, 1999.

BOONYARATPALIN, M. et al. Effects of aflatoxin B1 on growth performance, blood
components, immune function and histopathological changes in black tiger shrimp Penaeus
monodon Fabricius. Aquaculture Research, v. 32, p. 388-398, 2001.



65

BRASIL. Resolucdo n° 7, de 18 de fevereiro de 2011. Dispde sobre limites maximos tolerados
(LMT) para micotoxinas em alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 22 fev. 2011.
Secdo 1, p. 72.

BRYDEN, W. L. Mycotoxin contamination of the feed supply chain: Implications for animal
productivity and feed security. Animal Feed Science and Technology, v. 173, n. 1-2, p.
134-158, 2012.

BURGAIN, J. et al. Encapsulation of probiotic living cells: From laboratory scale to industrial
Applications. Journal of Food Engineering, 104, p. 467483, 2011.

CAMARA JUNIOR, A. A. Microencapsulacio de Fisetina em Células de Levedura
(Saccharomyces cerevisiae) Através de Choque Osmotico. 2014. 109 p. Disseratacao
(Mestrado em Engenharia Quimica) — Programa de P6s Graduacdo em Engenharia Quimica,
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, 2014.

CARAO, A. C. P. Métodos fisicos e quimicos de detoxificacdo de aflatoxinas e reducdo da
contaminacdo fungica na cadeia produtiva avicola. Ciéncia Rural, v. 44, n. 4, 2014.

CARDOSO FILHO, F. C. et al. Ocorréncia De Aspergillus Spp., Penicillium Spp. E
Aflatoxinas Em Amostras De Farinha De Milho Utilizadas No Consumo Humano, Piauf,
Brasil. Arquivos do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo, v. 78, n. 3, p. 443-447, 2011.

CARDOSO FILHO, F. C.; MURATORI, M. C. S. Racéo, fungos e micotoxinas — Revis&o.
Nutritime, v. 8, n. 06, p. 1619-1623, nov/dez, 2011.

COPPOLA, M. M.; TURNES, C. G. Probitticos e resposta imune. Ciéncia Rural, Santa
Maria, v. 34, n. 4, p. 1297-1303, 2004.

CORONA-HERNANDEZ, R. I. et al. Structural Stability and Viability of Microencapsulated
Probiotic Bacteria: A Review. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety,
v. 12, 2013.

DANTIGNY, P. et al. Basis of Prodictive Mycology. International Journal of Food
Microbiology. v. 100, p. 187-196, 2005.

FAZIO, M. L. S. Carater “Kkiller” e antagonismo de leveduras aplicadas no biocontrole
de fitopatdgenos micotoxigénicos em fruta. 2009. 105 p. Tese (Doutorado em Engenharia e
Ciéncia de Alimentos) - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas Universidade
Estadual Paulista, S&o José do Rio Preto, 20009.

FOOD INGREDIENTS BRASIL. As Micotoxinas. Food Ingredients Brasil. n. 7, 20009.

FRANCO, B. D. G.; LANDGRAF, M. Microbiologia dos Alimentos. Sdo Paulo: Atheneu,
2008.

FREIRE, F. C. O. et al. Micotoxinas: importancia na alimentagéo e na saude humana e
animal. Fortaleza: Embrapa Agroinddstria Tropical, 2007. 48 p. (Embrapa Agroindudstria
Tropical. Documentos, 110).



66

GABRIEL, J. S. Sintese, caracterizacdo e atividade antifungica de derivados anfifilicos
de Dietilaminoetil-Quitosana contra Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. 2013.
102 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica), Universidade Estadual Paulista, Sdo José do Rio
Preto, 2013.

GARVIL, M. P.; BORGES, R.; GALVAO, R. D. V. Impactos da presenca do fungo
Penicillium sp. na industria. Revista Eletrénica da Reunido Anual de Ciéncia — E - RAC.
Centro Universitéario do Tridngulo — UNITRI. v. 4, n. 1. 2014.

GIL, L. H. V. G.; LIMA, G. J. M. M. Micotoxinas: o perigo oculto das racbes. Agropecuaria
Catarinense, Florianopolis, v. 9, n. 3, p. 51-55, 1996.

GOPINATH, R. et al. Ultrastructural changes in the hepatopancreas of Penaeus monodon
Fabricius 1798 given aflatoxin B1 diets. Aquaculture Research, v. 43, p. 32-43, 2012.

HWANG, J. H.; LEE, K. G. Reduction of aflatoxin B1 contamination on wheat by various
cooking treatments. Food Chemistry, v. 98, n. 1, p. 71-75, 2006.

IAMANAKA, B. T. et al. Micotoxinas em Alimentos. In: ACADEMIA PERNAMBUCANA
DE CIENCIAS AGRONOMICAS, 7., 2010, Recife. Anais...Recife: UFRPE, 2010. p. 138-
161, 2010. Disponivel em:
<http://www.journals.ufrpe.br/index.php/apca/article/download/128/117>. Acesso em: 10
mai. 2018.

ICIDCA. Instituto Cubano de Pesquisa dos Derivados da Cana-de-acUcar. Manual dos
derivados da cana-de-acUcar: diversificacdo, matérias-primas, derivados do bagaco,
derivados do melaco, outros derivados, residuos, energia. Brasilia: ABIPTI, 1999. p. 49-
301.

JECFA. Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives. Safety evaluations on
certain mycotoxins in food 2001. Disponivel em:
<http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v47je01.htm>. Acesso em: 10 jun. 2018.

KELLER, K. M. Estudo sobre a contaminacdo com espécies toxigenas, potencialmente
produtoras de micotoxinas, em racdes destinadas a alimentagdo de equinos. 2009. 64p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias e Sanidades Animal), Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2009.

KELLER, K. M. Leveduras com potencial agdo descontaminante de micotoxinas e como
probidtico para aplicacdo na producdo animal. 2013. 168p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias e Sanidade Animal) - Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

KLICH, M. A. Aspergillus flavus: the major producer of aflatoxin. Molecular Plant
Pathology, v. 8, p. 713-722, 2007.

LAURENTI, E.; GARCIA, S. Eficiéncia de materiais encapsulantes naturais e comerciais na
liberacdo controlada de probidtico encapsulado. Brazilian Journal of Food Technology,
Campinas, v. 16, n. 2, p. 107-115, 2013.


http://www.inchem.org/documents/jecfa/jecmono/v47je01.htm

67

LAVELL, S. Biological control of molds expected to greatly reduce chemicals residues.
Good Fruit Grower, v. 16, n. 6, 1993.

MAGNOLI, C. et al. Survey of mycoflora and ochratoxin A in dried vine fruits from
Argentina markets. Letters in Applied Microbiology, v. 39, p. 326-334, 2004.

MALLMANN, C. A. et al. Critérios para selecdo de um bom sequestrante para micotoxinas.
Anais da Conferéncia APINCO de Ciéncia e Tecnologia Avicolas, p. 213-224, 2006.

MARCIA, B. A.; LAZZARI, F. A. Monitoramento de fungos em milho em gréos, grits e
fuba. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 18, n. 4, p. 363-367, 1998.

MATEJOVA, 1. et al. Impact of Mycotoxins on Aquaculture Fish Species: A Review.
Journal of the World Aquaculture Society, v. 48, n. 2, p. 186-200, 2017.

MAZIERO, M. T.; BERSOT, L. S. Micotoxinas em alimentos produzidos no Brasil. Revista
Brasileira de Produtos Agroindustriais, v. 12, p. 89-99, 2010.

MEIRELLES, A. A. D. O papel da levedura Saccharomyces cerevisiae na estabilizacédo de
emulsdes envolvendo hexadecano e uma fase aquosa. 2016. 137 p. Dissertacdo (Mestrado
em Engenharia de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, 2016.

MEURER, F. et al. Levedura como probidtico na reversdo sexual da tilapia do Nilo. Revista
Brasileira de Saude e Producéo Animal, v. 9, n. 4, p. 804-812, out/dez, 2008.

MEURER, F. Levedura (Saccharomyces cerevisiae) como probiotico para as fases iniciais
do cultivo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). 2005. 88 p. Tese (Doutorado em
Zootecnia), Universidade Estadual de Maringa, Maringa, 2005.

MIDIO, A. F.; MARTINS, D. I. Toxicologia de alimentos. S&o Paulo: Varela, 2000. 295p.

MONTEIRO, M. C. P. ldentificagdo de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium em
solos preservados do cerrado. 2012. 76 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia
Agricola) — Programa de Pds Graduacdo em Microbiologia Agricola, Universidade Federal de
Lavras, Lavras, 2012.

NORRED, W. P. Fumonisins — mycotoxins produced by Fusarium moniliforme. Journal of
Toxicology, Environment and Health, v. 38, n. 3, p.309-328, 1993.

OLIVEIRA, 1. R. N. Antocianinas extraidas de capim-gordura (Melinis minutiflora):
Atividade antioxidante, microencapsulamento por atomizacéo e estabilidade. 2011. 152p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Poés
Graduagdo em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Vigosa, Vicosa,
MG, 2011.

PEREIRA, K. C.; SANTOS, C. F. Micotoxinas e seu potencial carcinogénico. Ensaios e
Ciéncia: Ciéncias Biologicas, Agrarias e da Saude, Campo Grande, v. 15, n. 4, p. 147-165,
2011.



68

PEREIRA, M. M. G. Aflatoxinas em Alimentos Destinados a Bovinos e em Amostras de
Leite da Regiéo de Lavras, Minas Gerais. Brasil, Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 29, n.
1, p. 106-112, 2005.

PEREYRA, C. M. et al. Fungi and mycotoxins in feed Intended for Sows at different
reproductive stages in Argentina. Veterinary Medicine International, v. 2010, p. 1-7, 2010.

PERRY, F. G. Biotechnology in animal feeds and feeding, an overview. In: WALLACE, R.
J.; CHESSON, A. Biotechnology in animal feeds and feeding. New York: VCH, 1995. p. 1-
15.

PIETSCH, C. et al. Occurrence of deoxynivalenol and zearalenone in commercial fish feed:
an initial study. Toxins, v. 5, p. 184-192, 2013.

PINHEIRO, R. E. E. et al. Adsor¢do “in vitro” de ochratoxina a por probidticos utilizados na
aquicultura. Acta Veterinaria Brasilica, v. 9, n. 1, p. 59-64, 2015.

PINHEIRO, R. E. E. et al. Agentes biol6gicos no controle de aflatoxinas em piscicultura.
Revista Eletronica Nutritime. v. 12, n. 5, p. 4268-4279, 2015.

PINHEIRO, R. E. E. Eficiéncia antimicotoxina de composto a base de leveduras secas de
cervejaria e de probidticos comerciais para adsorc¢ao in vitro de aflatoxina b1. 2013. 52p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Programa de Po6s Graduacdo em Ciéncia
Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2013.

PINHEIRO, R. E. E. Potencial de aplicacdo de leveduras como adsorvente de aflatoxina
bl e probiodticos em piscicultura. 2016. 94p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) -
Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina,
2016.

PITT, J. I.; HOCKING, A. D. Fungi and spoliage. 2. ed. London: Blackie academic and
Professional, 20009.

PIZZOLITTO, R. P. et al. Binding of aflatoxin B; to lactic acid bacteria and Saccharomyces
cerevisiae in vitro: a useful model to determine the most efficient microorganism.
Aflatoxins—Biochemistry and Molecular Biology. v. 1, p.323-346, 2011.

RAHAIE, S. et al. Evaluation of aflatoxin decontaminating by two strains of Saccharomyces
cerevisiae and Lactobacillus rhamnosus strain GG in pistachio nuts. International Journal
of Food Science and Technology, v. 47, p. 1647-1653, 2012.

RAJEEV BHAT, R. R. V. et al. Mycotoxins in food and feed — Present status and future
concerns. Food Science and Food Safety, v. 9, p. 51-81, 2010.

RIBEIRO, C. L. N., BARRETO, S. L. T., HANNAS, M. I. Micotoxinas encontradas em
racoes e alimentos utilizados na producédo comercial de aves no brasil. Nutritime, v. 12, n. 1,
p. 3910-3924, jan/fev, 2015.

RINALDI, G. et al. Effect of red wine on ochratoxin A toxicity in intestinal Caco-2/TC7 cells.
Toxicology in Vitro, v. 21, p. 204-210, 2007.



69

ROCHA, M. E. B. et al. Mycotoxins and their effects on human and animal health. Food
Control, v. 36, n. 1, p. 159-165, 2014.

ROSSI, P. et. al. Efeito do absorvente a base de glucomanano esterifcado no desempenho e
caracterizacgéo visceral de frangos de corte. Revista Brasileira Agrociéncia, v. 16, n. 1-4, p.
91-100, 2010.

SAMSON, R. A; FRISVAD, J. C. Penicillium subgenus Penicillium: new taxonomic
schemes and mycotoxins and other extrolites. Utrecht, Netherlands: Centralbureau voor
Schimmel cultures 49, p. 201-241, 2004.

SANTIN, E. et al. Evaluation of the efficiency of Saccharomyces cerevisiae cell wall to
ameliorate the toxic effects of aflatoxin in broilers. International Journal Poultry Sciences,
V. 2, p. 241-244, 2003.

SANTOS, T. A. O. Peptidases e lipases produzidas pelo fungo Fusarium oxysporum:
caracterizacdo e microencapsulacdo por spray drying. 2012. 82p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

SILVA, A. L. et al. Suplementacdo para equinos — Revisdo. Revista Eletronica Nutritime.
Artigo 284, v. 11, n. 06, p. 3810- 3819, nov/dez, 2014.

SILVA, A. T. A. Cultivo de kefir em soro de leite e avaliacdo da viabilidade celular por
liofilizagdo. 2015. 49p. Monografia (Bacharelado em Nutrigdo) — Centro Académico de
Vitéria, Universidade Federal de Pernambuco, Vitéria de Santo Antéo, 2015.

SILVA, C. J. A;; MALTA, D. J. N. A importancia dos fungos na biotecnologia. Ciéncias
bioldgicas e da saude, Recife, v. 2, n. 3, p. 49-66, 2016.

SILVA, D. D. et al. Micotoxinas em Cadeias Produtivas do Milho: Riscos a Saude
Animal e Humana. Sete Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo, 2015. 29 p. (Embrapa Milho e
Sorgo. Documentos, 193).

SILVA, P. T. et al. Microencapsulagcdo de probidticos por spray drying: avaliacdo da
sobrevivéncia sob condi¢bes gastrointestinais simuladas e da viabilidade sob diferentes
temperaturas de armazenamento. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 45, n. 7, p. 1342-1347,
2015.

SIMEONI, C. P. et al. Microencapsulacéo de probidticos: inovagao tecnologica na industria
de alimentos. REGET, Santa Maria, v. 18. Ed. Especial Mai. 2014, p. 66-75.

SKRBIC, Z. et al. The effects of stocking density on individual broiler welfare parameters 2.
Different broiler stocking densities. Biotechnology in Animal Husbandry, v. 27, n. 1, p. 17-
25, 2011.

SOLA, M. C. et al. Manutengdo de microrganismos: conservacao e viabilidade. Enciclopédia
Biosfera, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v. 8, n. 14, p. 1398-1418, 2012.



70

SUGAR, D.; SPOTTS, R. A. Control of postharvest decay in pear by four laboratory-grown
yeasts and two registered biocontrol products. Plant Disease, v. 83, n. 2, p. 155-158, 1999.

TORTORA, G.; CASE, C. L.; FUNKE, B. R. Microbiologia. 8 Ed. — Sdo Paulo: Editora
Atheneu, 2012.

WELKE, J. E.; HOELTZ, M.; NOLL, I. B. Aspectos relacionados a presenca de fungos
toxigénicos em uvas e ocratoxina A em vinhos. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 39, n. 8, p.
2567-2575, 2009.

YOSHISAWA, T. Mycotoxins analyses for federative republic of Brazil. Japan: Training
Course, 2001.



