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Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo pdm t
0 propésito debaixo do céu.

Héa tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo deala
e tempo de arrancar o que se plantou;

Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar
tempo de edificar;

Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear,
tempo de dancar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pgdras
tempo de abracar, e tempo de afastar-se de abracar;

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de gyada
tempo de lancar fora;

Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de et
e tempo de falar;

Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e
tempo de paz.

Eclesiastes 3:1-8



RESUMO

ANGELO, T. Peptidases e lipases produzidas pelo fungoFusarium oxysporum
caracterizagao e microencapsulacao papray drying 2012. 65 p. Dissertagao (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirétw RreUniversidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2012.

Duas variagBes de residuo agroindustrial foramisatds como meio de cultura para o
bioprocesso de fermentacdo semissolida pelo fiugarium oxysporuncom o objetivo de
obter a melhor producéo de peptidases e lipaseasEsizimas foram microencapsuladas por
spray drying visando garantir sua estabilidade e investigarosufsrovaveis beneficios
obtidos pela técnica. A utilizacdo de planejamexiperimental permitiu analisar os efeitos e
interacdes entre as variaveis operacionais do gsoogemperatura de secagem, proporcéo de
adjuvantes e relacdo entre adjuvantes). A caraat&® bioquimica e fisico-quimica do
extrato enzimatico e das microparticulas tambéranfoestudadas. O emprego de farelo de
trigo como substrato demonstrou maior producdoneditzta que o uso de farelo de algodao.
A fermentacédo produziu uma serinopeptidase e ymaadi ambas com caracteristica alcalina,
com alta estabilidade em ampla faixa de pH e @stabilidade em diferentes temperaturas.
Para ambas as enzimas, observou-se modulacaovaaditiatividade frente a maioria dos
ions estudados e forte inibicdo pelo surfactanteS,SBnquanto a lipase demonstrou
superatividade frente a CTAB. A caracterizacaoraatica permite sugerir a aplicacao dessas
enzimas na formulacdo de detergentes enzimatindsstria de couro, industria de papel,
agroquimicos, sintese de biopolimeros e biodisel.pkbcesso de microencapsulacao
temperatura foi a variavel operacional mais impudapara a estabilidade, enquanto a
quantidade de adjuvantes em relacdo a quantidadextd®to enzimatico influenciou nas
condicbes de manipulacdo. O estudo demonstrou deen&ca de microencapsulacao por
spray dryingresultou em grande beneficio no armazenamento mEma&s, por aumentar

consideravelmente sua estabilidade e melhorarogsipdades fisicas do extrato.

Palavras-chave: biotecnologia, enzimologia, biopsgkacao



ABSTRACT

ANGELO, T. Peptidasesand lipases produced by the fungugFusarium oxysporum
characterization and microencapsulation by spray drying 2012. 65 p. Dissertation
(Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas HeirRo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Two variations of agroindustrial residue were anatlyas culture medium for the bioprocess
of solid-state fermentation by the funglgsarium oxysporumin order to achieve the best
production of peptidases and lipases. These enzwmesmicroencapsulated by spray drying
in order to ensure its stability and investigatdéeot potential benefits obtained by the
technique. The use of experimental design allowetblanalyze the effects and interactions
between the operating variables of the processn@rmgmperature, proportion of adjuvants
and relation among adjuvants). Biochemical and igbyshemical characterization of the
enzymatic extract and of the microparticles wers adtudied. The use of wheat bran as
substrate demonstrated a greater enzyme produitteon the use of cottonseed meal. The
fermentation produced serinepeptidases and lipasels,alkaline, with high stability over a
wide pH range and some stability at different terapeges. For both enzymes, there was up
regulation of activity with most of the ions anadgkz and strong inhibition against the
surfactant SDS, whereas lipase demonstrated stipéasa@against CTAB. The enzymatic
characterization suggests the application of tlesg/mes in the formulation of enzymatic
detergents, leather industry, paper industry, dgucals, synthesis of biopolymers and
biodiesel. In the microencapsulation process, thmperature was the most important
operating variable for stability, while the amouwftadjuvants in relation to the amount of
enzymatic extract influenced in terms of handlifbe study demonstrated that the technique
of microencapsulation by spray drying resulted @mndfits for the storage of enzymes, by

increasing considerably its stability and improwe physical properties of the extract.

Keywords: biotechnology, enzymology, bioencapsatati
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1.INTRODUCAO

1.1 Enzimas de uso industrial

Embora ndo se saiba exatamente quando as sociedddesvas comecaram a
utilizar processos enzimaticos no seu cotidianbgs® que fabricacdo de bebidas como
vinho e cerveja e a transformacéo de alimentos qo&es e queijos constitui uma tradicéo
milenar. Contudo, somente em 1878, o termo enzitnay(ego:en no +zyme levedura) foi
primeiramente utilizado por Fredrich Wilhelm Kuhsegerindo que algo dentro da levedura
era responsavel pela fermentacéao (VOET & VOET, 2d0dMER et al., 2009).

Por serem capazes de catalisar reacbes como kejrptlimerizacao, transferéncia de
grupos funcionais, oxirreducéo, desidratacdo e és@acdo, as enzimas constituem um dos
grupos mais importantes de produtos biotecnolégieosncontram diversas aplicacdes
industriais (NAMALDI, CALIK, ULUDAG, 2006; VOET & \WET, 2006; ZIMMER et al.,
2009). Dados do “Freedonia Group” (2011) indicare qunercado mundial de enzimas gera
um faturamento em torno de 5,8 bilhdes de dodlacgsapo, com previsdo de aumento de

6,8% por ano até 2015, chegando a aproximadamght@l/i83es de ddblares por ano.

Das enzimas industriais, cerca de 75% sao enzindsliticas. Entre essas se
destacam as peptidases e as lipases, que repregiitados maiores grupos de aplicacdo na
industria (RAO et al., 1998; SHARMA, CHISTI, BANERHE, 2001; SHU et al., 2010).

As enzimas ocupam grande destaque nos processostria, ja que apesar da
possibilidade de sintese de alguns produtos cotamiias, horménios e polissacarideos pela
industria quimica, os processos sao de alto cugtmiem gerar residuos de dificil tratamento,
gue se tornam poluentes ambientais. Além dissoaiaria das substancias naturais como
alguns antibidticos e polimeros é tdo complexa ajyeoducao por sintese quimica € mais
dificil ou impossivel sem utilizacdo de enzimas. Edicdo, enzimas oferecem alta
especificidade, possibilitando o controle dos ptosluobtidos, minimizando reagbes
indesejadas e reduzindo o desperdicio (DEMAIN, 260¥SAN, SHAH, HAMEED, 2006).



Uma vez que as enzimas sao fisiologicamente ne@ssmra 0S organismos Vivos,
elas sdo encontradas em uma ampla diversidade ndlesfaais como plantas, animais e
microorganismos (PAHOJA & SETHAR, 2002; RAO et 4b98).

Nas plantas, em sua maioria, as enzimas séo eadastem tecidos de reserva, mas
mais abundantemente em sementes e frutos. A géilizde plantas como fonte de enzimas é
regulada por varios fatores como a disponibiliddeléerras para o cultivo e a adequacéo de
tempo e de condic¢des climaticas para o crescim@atenzimas de origem animal sédo obtidas
principalmente de glandulas e 6rgdos. Nesse cd8om das questbes éticas envolvidas,
dependem ainda da disponibilidade de animais pbedeae de tempo e espago para
crescimento. Assim, fontes animais e vegetais r@wsaguem suprir toda demanda de
enzimas que existe no mercado (PAHOJA & SETHAR22&AO et al., 1998).

Por esse motivo, ao longo dos anos ocorreu um gomeninteresse por enzimas de
origem microbiana. Os microrganismos se mostram @pgado mais atrativa, devido a ampla
diversidade bioquimica, podendo ser cultivados eamdges quantidades, em pouco espaco,
em tempo relativamente curto, com facilidade de utentdo, com baixo custo, além de
apresentarem a possibilidade de manipulagdo gané&lis adicdo, a producdo enzimatica por
microrganismos ndo esta associada a condi¢Oes aazmn geograficas (DEMAIN, 2007;
RAO et al, 1998; ZIMMER et al., 2009).

Entre os microrganismos, os fungos séo preferieais relacdo as bactérias por
possuirem uma capacidade muito maior de secretanzisnas produzidas para o meio
externo. Além disso, geralmente enzimas de origemi€a apresentam caracteristicas mais
abrangentes, como, por exemplo, atividade enzimétic faixas de pH mais amplas e maior
termotolerancia em alguns casos (DEMAIN, 2007; R&@l, 1998; ZIMMER et al., 2009).

Atualmente, diferentes enzimas produzidas por farggm largamente utilizadas em
industrias. Mais especificamente, peptidases esdpancontram aplicacdo em detergentes,
tratamento de couro, alimentos, industria de arpnmalistria de celulose, biocatalise de
farmacos, ésteres e derivados de aminoacidos, cpiirfina, produtos agroquimicos,
biorremediacgéo, biossensores e cosméticos (HASAMES HAMEED, 2006; RAO et al.,
1998; TREICHEL, et al., 2010; YIKE, 2011).



1.2 Fusarium oxysporum

Ao colonizar diferentes substratos, os fungos meduvarias enzimas para utilizacao
nas reagbes das substancias essenciais para sapollsaio. Entre essas enzimas estédo
peptidases e lipases (RAO et al., 1998; TREICHER].€2010).

Espécies do génefeusariumsao amplamente distribuidas no solo, em parteagér
subterraneas de plantas e em outros materiaisioogartlas apresentam grande habilidade
para crescer em diferentes substratos e sdo corneirmeoontradas em regidoes tropicais e
temperadas, mas também em condi¢fes climéaticaangagrcomo deserto e artico (NELSON,
DIGNANI, ANAISSIE, 1994).

A espécieFusarium oxysporuné um fungo do solo que pode existir como saprofito
Também pode crescer como enddfito de vegetaishizalodo suas raizes e até exercer acdo
benéfica de protecdo a plantas contra doencasdamuger outros fungos (KAVANAGH,
2005; LARKIN, HOPKINS, MARTIN, 1993; LEMANCEAU etla1993).

Embora existam algumas cepas de patdgenos opdaminigra plantas, recentes
estudos genéticos (DENISOV, FREEMAN, YARDEN, 20ldgnseguiram identificar e
silenciar genes d€&. oxysporunrelacionados a fatores de patogenicidade, levandma
reducdo de 75% desta. Aléem disso, alguns estudasam o uso da engenharia genética para
promover o aumento de rendimento na producdo denaszm até dez vezes em algumas

cepas selecionadas de microrganismos (SHU et(4dl0)2

Desse modo, o fungbBusarium oxysporunse torna um interessante candidato para

producao de enzimas proteoliticas e lipoliticas po industrial.

1.3 Fermentacé&o industrial

Para obtencdo de enzimas de origem microbiana ega lescala, € utilizada a
fermentacao industrial (MITCHELL, KRIEGER, BEROVIZ006).

Acredita-se que as pesquisas com fermentacéao rameiae por volta de 1810 com

Gay-Lussac investigando a atuacédo de levedurasamangposicédo do acucar em etanol .CO



Com o passar dos anos, outras descobertas impgsrteotaboraram para a elucidagcéo dos
mecanismos de fermentacdo, como a teoria da eatplisnica de Jacob Berzelius, os estudos
de Louis Pasteur com microrganismos, a teoria teysnéntos” de Justus Von Liebig, entre
outros (VOET & VOET, 2006).

No estudo da Bioquimica, a fermentacédo é defin@aocum processo biologico de
reacdes anaerdbicas (VOET & VOET, 2006). Entretamtopalavra “fermentacdo” na
expressao “fermentacao industrial” esta relacioremdcultivo controlado de organismos”,
podendo ser tanto em condi¢cdo aerdbica quanto Ghieay para geracado de produtos como
aminoacidos, vitaminas, enzimas, vacinas, solveatados organicos, acidos graxos, e outras
substancias de interesse industrial (BHARGAV et 2008; DEMAIN, 2007; MITCHELL,
KRIEGER, BEROVIC, 2006). E dentro deste conceitoe gsera utilizado o termo
“fermentac&o” no presente trabalho.

A fermentac&o industrial pode ser classifica ens dipos: Fermentacdo submersa
(FSm) e Fermentacdo semissolida (FSS), (SINGHANI&.e2010; PANDEY, 2003).

Na FSm, o microrganismo € incubado em meio nugidguido com agitacdo. Como
vantagens, apresenta a possibilidade de controleadametros fermentativos como pH do
meio, temperatura, aeracdo e agitacdo, alérgadentir a homogeneizacdo de nutrientes e
células no meio de cultura (DURAND, 2003; SILVA140.

Por mimetizar melhor seu habitat natural, a FSSeéepvel no cultivo de fungos
(TREICHEL, et al., 2010). A FSS envolve o crescitoetie microrganismos em particulas
sélidas umidas, em um sistema com uma fase gasofawa e um minimo de 4gua livre. As
particulas sélidas tanto podem ser substrato combe fale carbono e energia para o
crescimento do microrganismo, quanto particulasteeesuplementadas com nutrientes.
Apesar de meios de cultura sintéticos serem utitiga a possibilidade de utilizacdo de
residuos agroindustriais é uma alternativa intargsspor ser uma fonte de nutrientes de
baixo custo, que pode auxiliar a resolver problemaientais relacionados a poluicéao
causada por esses residuos (MITCHELL, KRIEGER, BZR) 2006; TREICHEL et al.,
2010).



Por toda extensdo do meio de cultura sélido, € a possibilidade de goticulas
agua estara presentes entre as partic e de haver filmes finos degua na superficie d
particulas. Contudo, ada de agua interparticula € descontinua e a marte do espacg
interparticula é preenchido pela fase gasosa (#if)) Isso é importan, jA que possibilita
que a temperatura do sistema ndo seja aumentadade@velmente, devido a fra
condutividadetérmica do ar comparada com a ¢ (BHARGAV et al., 2008;DURAND,
2003;MITCHELL, KRIEGER, BEROVIC, 200; PANDEY, 2003).

gotas de agua nos espagos
entre as particulas

47
" g fase gasosa/' R
continua biofilme
. umido
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Figura 1. Caracteristicas que definem sisteme bioprocesso de fermentac8emissolid (FSS). A) O arranjo
de particulas soélidas @nidade de fase gasosa continua em sistFSSenvolvendo um fungo filamento:
(lado esquerdo) e um onmgamo unicelular (lado direitc B) Outros sistemas que envolvem o crescimentt
sélidos, mas que ndo sdo definidos c(FSS, devido a grande quantidade deaagos espacos in-particulas
(imagem adaptada de MITCHELL, KRIEGER, BEROVIC, 8]}

Na tentativa deselecione as melhores condi¢cdes pgreducédo de enzimas,FSS
tem se mostradama opcao atratih e uma promessa no desenvolvimento de biossos,
exibindovarias vantagens em relacdo & FSm. E uma tecnalediaixo custo, que aprese
condicOes de fermentacdao semelhanteambientenatural do microrganism(principalmente
fungos) e que utilizgpouc: agua, gerando um menor volume de eflus. Além disso, o

crescimento do microrganismo ocorre na superfi¢oel eno interior do material solid



gerando maior concentragcdo de produtos. Por pbisibia utilizacdo de residuos
agroindustriais de baixo custo como farelo de tegarelo de algodao, a FSS gera produtos
com alto valor agregado, diminuindo problemas delig@o e se tornando uma tecnologia
promissora para producdo de enzimas (BHARGAV et 2008; PANDEY, 2003;
SINGHANIA, et al., 2010).

Comparando a FSm com a FSS, pode-se observar queéSma o controle de
temperatura, pH, aeracao e disponibilidade deemigs € relativamente facil. Aléem disso, o
fungo nédo corre o risco de ressecar, devido ac@atato continuo com o liquido. Ja na FSS,
a exposicao do fungo ao ar pode dessecé-lo; a tatapee o pH podem variar na extensao
do substrato e durante o ciclo de crescimento, @dibitil possibilidade de manutencéo; e o
oxigénio € livremente disponivel na superficie, ni@s dificuldade na penetracdo do
substrato, tornando-se restrito em algumas areasske outras diferencas tornam a FSm um
sistema “mais facil” que a FSS. Por esse motigyrad fungos somente esporulam em FSS e
alguns produtos como algumas enzimas apenas sapidod sob condi¢cdes de estresse ou
sdo produzidos com rendimento muito superior quatmloparado a producdo em FSm
(MITCHELL, KRIEGER, BEROVIC, 2006; SILVA, 2011).

Embora o estresse seja importante para produzimelg substancias de interesse, 0
estresse em excesso pode inibir a producédo ouesdalevar o microrganismo a morte. Por
esse motivo é necessario desenvolver ao menos omonicontrole das condi¢cdes de
crescimento em escala laboratorial e industrialTGHELL, KRIEGER, BEROVIC, 2006).
Desse modo, em qualquer escala deve-se buscamdgd®s ideais para fermentacédo. A
Figura 2 demonstra a possibilidade de controlaerdas variaveis em um fermentador de

escala industrial.

Ajustes no equipamento tornam possivel controlazéio, a temperatura, e a umidade
do ar fornecido na entrada do biorreator ou canRaea garantir a umidade constante, pode-
se borrifar agua no leito. O fermentador pode possna camisa de agua ou ar para controlar
a temperatura através das paredes. As condicoesrmea®res do reator também podem ser
controladas, instalando-o numa sala com ajustemedratura, umidade, e circulagéo de ar.
Em camaras em que h& misturador, € possivel canteolfrequéncia, a duracdo e a
intensidade da mistura (BHARGAV et al., 2008; MITEIH., KRIEGER, BEROVIC, 2006).



pode-se prover mistura o biorreator pode
ou o sistema pode ser ter_ou nao um
mantido estatico durante [~ gar 8 * sistema de
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pode ser ou ndo | ) — |
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Figura 2. Esquema de biorreator para bioprocesso de fern@ntaemissolida, com demonstracdo da
possibilidade de parametros operacionais (imagexptada de MITCHELL, KRIEGER, BEROVIC, 2006)

Quando as enzimas precisam ser extraidas do prodstitante da fermentacéo,
podem-se acoplar ao sistema ferramentas ou equip@snepara prover filtracao,
centrifugacdo, decantacdo, rompimento de célulasuteos processos para separacao e
purificacdo das enzimas (OKAFOR, 2007).

Entretanto, o biorreator da Figura 2 ndo € a Upissibilidade para FSS. Incubadoras
estaticas representam a tecnologia mais simplesggarealizar FSS e tem sido utilizadas ha
séculos para producao de alimentos fermentados A& camaras sem misturadores, a FSS
pode ser conduzida em sistemas de bandejas ou @astisos (Figura 3). Nesses sistemas,
caso seja observada a necessidade de uma pequemgamessa pode ser realizada com
alguma frequéncia, de forma manual ou automatizadantudo, essas opg¢Oes sé&o
particularmente desejaveis quando a agitacdo nélerda pelo microrganismo, impedindo
seu crescimento, ou em projetos novos, quando assdicdo ainda ndo € determinada
(MITCHELL, KRIEGER, BEROVIC, 2006; PANDEY, 2003).
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bandeja individual sistema de saco plastico

Figura 3. Sistemas de fermentacéo estatica para bioprocesfermentacao semissolida. A) Larga escala; B)
Pequena escala (imagem adaptada de MITCHELL, KREEEEROVIC, 2006)

Outros tipos de fermentadores incluem tamborésdeitos rotatorios, com ou sem
misturador interno. Além disso, os biorreatoresgmodperar em regime de batelada ou em
modo continuo (MITCHELL, KRIEGER, BEROVIC, 2006).

Em escala laboratorial, além de pequenos bioresta FSS pode ser realizada em
placas de petri, bandejas, frascos e em sacoscpRdPara processos novos, a utilizacao de
sacos plasticos se mostra uma opcao interessarge @ampregarem plasticos autoclavaveis,
que possibilitam que haja troca de ©CQ, mas sem troca de agua. Desse modo é possivel
permitir que 0 microorganismo respire, sem que bstato seque, além de impedir
contaminagdo por outros microrganismos externos RBAND, 2003; MITCHELL,
KRIEGER, BEROVIC, 2006). Esta tecnologia tem siddizada ha quase 30 anos para
produzir molho de soja koji e outros alimentos fentados, além de vir sendo explorada por
diversos pesquisadores ao longo dos anos (CUERAQKMIACEY, 1985; DAIGLE et al.,
1998; DURAND, 2003; HSIEH & YANG, 2004; LOTONG & SMANARIT, 1983; MISRA
et al., 2007; PATTANAGUL et al., 2008; SIQUEIRAat, 2011).
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Assim, a utilizacdo de sacos plasticos para obtededenzimas por FSS se mostra
uma opcao bastante atrativa por ser simples, versgabnémica quando comparada a
biorreatores, facil de manusear e de retirar o teatbsapds fermentacdo, além garantir
operacdo asséptica dentro do sistema (LOTONG, SUMRNN, 1983; MITCHELL,
KRIEGER, BEROVIC, 2006).

1.4 Microencapsulacéo

A principal preocupacao na producdo de proteirerzenas comerciais € de manter a
sua estabilidade. Esses produtos apresentam mstabilidade em formulagdes liquidas do
que gquando se encontram em estado solido, umaueea @gua atua como agente ou como
veiculo de degradacédo fisica e quimica. Conseguente, formulacfes sdlidas séo
frequentemente desenvolvidas para aumentar a tildecéitavel das enzimas e conservar sua
atividade bioldgica, além de facilitar seu trangpoarmazenamento e fornecimento. Na
transformacao de produtos liquidos em formulac®egé, a microencapsulacdo se mostra
uma opcao bastante interessante (AMERI & MAA, 2088MALDI, CALIK, ULUDAG,
2006).

Microencapsulacdo € definida como uma tecnologi@mdpacotamento de materiais
sélidos, liquidos ou gasosos em miniaturas de ¢t@gsgue variam seu diametro entre poucos
microns a 1 mm e tem sido largamente utilizadandastria de alimentos, medicamentos e
cosméticos, nas mais diversas areas (ANAL, SINGBQ72 PRAKASH, URBANSKA,
2008).

Por exemplo, um composto volatil pode ter seu tenpovida Util aumentado por
microencapsulacdo, pois a membrana impede a spare¢do. Reacdes quimicas entre duas
espécies ativas podem ser evitadas pela separégida oferecida pela membrana. A
microencapsulacdo pode também ser utilizada pasteger o conteddo dos efeitos da
radiacdo ultravioleta, umidade ou do contato coroxigénio e pode ainda modificar ou
mascarar a cor, o odor, o sabor, a forma ou o wldansubstancia encapsulada (BARROS,
STRINGHETA, 2006; FAVARO-TRINDADE, PINHO, ROCHA, 28; MARTINS et al.,
2011). De forma geral, a técnica oferece muitosetieinos, pois funciona isolando,
estabilizando e protegendo seu contetdo da expasigaalquer fator ambiental destrutivo.
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De acordo com a técnica escolhida e com os matetmiencapsulagéo, diferentes
sistemas podem ser produzidos. Na Figura 4, adap&&ingh et. al. (2010), observam-se 0s
modelos A e B, que podem ser denominadas microlpsoononucleares e possuem a
substéancia ativa recoberta por uma ou mais cantedasaterial encapsulante. Os tipos C e D
sdo microcapsulas multinucleares, e seus multiplokeos podem ser, inclusive, outras micro
ou nanoparticulas. Ja o tipo E apresenta-se conaominroesfera de mistura molecular entre
a substancia ativa e os agentes encapsulantese Jgyns autores considerariam os tipos C
e D também como microesfera e ndo ha, na literatumaconsenso com relagdo ao uso dos
termos microcapsula e microesfera, neste trabgltmuese pelo uso do termo microparticula,

que engloba os dois tipos.

A) C)

) ] Microcapsula com Microcapsula com Microesfera com
Microcépsula_ Mlprocap§ula - micro ou micro ou misturs de
com nicleo sélido  com nticleo n&o-solido nancdominios nanodominios itz e ative
solidos nao-solidos
— — —
Dominio Ginico com Mistura de matriz
agente ativo e agente ativo

Figura 4. Modelos de estrutura dos diferentes tipos deapanticulas (imagem adaptada de SINGH
et. al., 2010)

A depender do tipo e da aplicacdo desejada a naidiopla, do tamanho necessario,
do mecanismo de liberacdo e das propriedades -isicnicas (tanto do material
encapsulado, quanto do agente encapsulante) aaébmimicroencapsulacdo adequada deve
ser selecionada. (BARROS, STRINGHETA, 2006; FAVARRHINDADE, PINHO,
ROCHA, 2008; PRAKASH, URBANSKA, 2008; ROSSANEZI,@8). A Tabela 1 descreve
0S principais tipos.



Tabela 1.Métodos utilizados para encapsulagao

Métodos de encapsulagéo
Métodos fisicos

Extruséo estacionaria
Bocal submerso
Extrusdo centrifuga
Bocal vibrante

Spray drying

Disco rotativo

Pan coating
Suspenséo por ar
Spray chillinge spray cooling
Leito fluidizado
Co-cristalizacao
Liofilizacéo

Métodos quimicos

Polimerizacéo interfacial
Inclusédo molecular
Polimerizacaadn situ
Métodos fisicoquimicos
Coacervagéo simples
Coacervagao complexa
Lipossomas

Lipoesferasgolid lipid nanoparticles

nanostructured lipid carriens
Evaporagéo do solvente

Materiais encapsulaveis

Liquido/sélido/gas

Liquido/sdlido/gas

Liquido/solido/gas
Liquido/sélido/gas
Liquido/solido
Liquido/solido
Sélido
Solido
Liquido/sélido
Sélido

Liquido/sélido
Liquido

Liquido/solido
Liquido
Liquido/sélido

Liquido/solido
Liquido/sélido
Liquido/solido

Liquido/solido

Liquido/solido
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Fonte: adaptado de FAVARO-TRINDADE, PINHO, ROCI2R08

1.4.1Spray drying

Spray dryingé, por definicdo, a transformacdo de um materalestado fluido em
particulas solidas por atomizagdo do liquido enmaio de secagem quente (RE, 1998).

Para secagem das mais diversas substancias oa paceoencapsulacao de materiais
termolabeis ou volateis, a técnigaray dryingtem sido aplicada ha muitos anos. O primeiro
relato do seu uso é em um processo de secagenogewvuma patente norte-americana de
1865 (FREITAS et. al., 2010). Algumas décadas demoimétodo foi difundido na industria
quimica, farmacéutica e de alimentos, alcancandplitaime durante a Segunda Guerra

Mundial, devido a necessidade de reduzir o pesalideentos para facilitar o transporte
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desses materiaiANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2007PATEL, PATEL, SUTHAR,
2009).

Em comparacdo a outras técnicas de encapsulo spray dryin¢ mostra vantagens
como ser déacil transposicdo de escaser operado eraquipamento de facil aquisica ter
0 custo de produgcdo mais baiem relagdo a maioridas outras op¢d. Ao contrério de
outros meétodos de microencapsulacdo, a secagerat@oizacdo é rapida e versétil, c
etapas reduzidas, ndo necessitaetapa adicional de pulverizacdslgumas caracteristic:
como a possibilidade deabalha comampla faixa de quantidade (de gramas a tonelaa
producdo de pos secos de facil armazenamento etwleodas propriedades do p6 por nr
de variagbes nasondicbes operacionais se mostram grandes vantgumias processc
industriais(BARROS, STRINGHETA, 2006FREITAS et. al., 2010LIEVENSE, VAN'T
RIET, 1993;ROSA, TSUKADA, FREITAS, 2006; SAVOLAINEN, 200:

Conforme aFigura £ e a Figura 6, o conjunto quenspde um equipamento do ti
spray dryerpadrdo é constituido de: 1) Sistema de bombeanmemimntrole de vazao (
alimentacdo do material a steco; 2) Sistema de atomiza¢&®) Sistema de aqueciment
controle de temperatura do ar de secagem; 4) Si da alimentacéo de ar para secagen
Camara de segam; 6) Sistema de separa¢d—po seco e coleta. (ROSA, TSUKAD
FREITAS, 2006).

Liquido
‘ ‘ (3)(4)Entrada de ar com
Ri1% controle de temperatura
(2) Bico

atomizador b

w_‘; (6) Separador
(5) Camara—— " "¢] __ih/
de secagem |" % -

Figura 5. Esquema do equipamentospray drying(imagem adaptada de ROS
TSUKADA, FREITAS, 200€
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A)

Figura 6. Equipamento dspray drying.A) de escala laboratorial e B) de escala industria

(imagens disponiveis emww.labmag.com.Br

O processo se da em etapa Unica, com atomizagéagese e coleta do p6 em um
anico equipamento, o que torna o processo rapaimmui a possibilidade de contaminacéo
do produto. A partir da substancia que se deseapsular e do material encapsulante,
prepara-se uma emulsdo, solugdo ou suspensdo, gugetéda no bico atomizador,
produzindo gotas. Na camara de secagem, a graedal@rcontato entre o ar de secagem e a
superficie das gotas permite a utilizacdo de dadagperaturas para secagem do solvente,
mantendo baixa a temperatura de gota. No fim dogssm, jA no separador, o ar sai do
sistema por um lado do ciclone, enquanto o profinal sai pelo outro lado e pode ser
recolhido em um recipiente coletor acoplado aopaquento. Quando o solvente é diferente
de agua, este pode ser recuperado no separadorepdifezacdo ou tratamento antes do
descarte. Na separacdo também podem ser utiliZilttos ou sistemas de precipitagdo
eletrostatica (ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2007; HRTAS et. al., 2010; PATEL,
PATEL, SUTHAR, 2009; SAMBORSKAt al, 2005).

Amari & Maa (2006), Eslamian et al. (2009) e Mezttegr et al (2007) descrevem o
processo como um fenémeno fisicoquimico. No iniasimmidade da gota é muito grande e
sua temperatura se mantém a temperatura do bulldolgue é bem abaixo da do ar
imediatamente ao redor da gota. Com a perda dersel\por evaporacdo, a concentracao do
soluto aumenta, a temperatura da goticula se edesau diametro diminui. Nessa, fase,

devido & remocdo da agua fracamente ligada, o nemMondas proteinas é reduzido,
minimizando mudancas conformacionais. O solutode&ntomeca a precipitar na superficie
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da gota formando uma crosta e uma vez que estarserigida, o didmetro exterior ndo se

altera e se inicia a deplecao do liquido a padindcleo da particula.

Tanto as goticulas atomizadas quanto as particddapd secas irdo manter uma
temperatura bem abaixo da temperatura de entra@a de secagem ao longo do processo.
Enquanto o solvente evapora, um efeito de arrefstiondo ar circundante as particulas
acontece. Somente nos ultimos estagios de secagemgo a atividade de agua do material
de secagem é baixa, a temperatura das particuligsspdbir, mas continuara ainda inferior a
temperatura do ar que sai do equipamento (MILLOFR/REBY et al., 1999). Desse modo, a
desnaturacdo normalmente ndo é observada no poadespray drying Por esse motivo, o
processo pode ser aplicado a materiais termol&oen® alguns farmacos, microrganismos,
alimentos e outras substancias como proteinas im@nZContudo, ha de se utilizar uma
temperatura que ndo seja tdo alta que proporciomendos microrganismos, altere as
propriedades dos materiais ou modifique a estrigacaindaria das proteinas, alterando sua

conformacao de modo irreversivel.

A temperatura de entrada (Te) e de saida (Ts) ddeasecagem estdo entre as
variaveis operacionais que podem ser ajustadas @acamntrole também de algumas
caracteristicas do produto como propriedade deoflurorfologia, tamanho e nivel de
aglomeracao de particulas. Dentre outras variawgidas na literatura estdo vazao e pressao
do ar, condicbes de atomizacao; vazao de alimem@dgdiquido; e formulacdo (AMERI &
MAA, 2006; NAMALDI, CALIK, ULUDAG, 2006; RE, 2006 SAMBORSKA, WITROWA-
RAJCHERT, GONCALVES, 2005).

7

A temperatura é a variavel mais critica do procegsw ser fator limitante na
conservacgao das propriedades de substancias tesiml€omo em urspray dryeroperando
em modo corrente (em que a atomizacdo e 0 ar dgea®cseguem na mesma direcao) a
particula pode alcancar as temperaturas mais rdtaks, é preferivel o controle da Ts, ao
invés da Te. A temperatura também é importante pardrolar o teor de umidade da
particula, que € um dos fatores determinantes dateracdo da estabilidade da substancia

encapsulada (AMERI & MAA, 2006; ANANDHARAMAKRISHNANet al., 2007).

Com relacdo as condicbes de atomizacédo, a temperatpresséo e a vazao do ar de
secagem sao responsaveis pela taxa de evaporacsmveote, o que, juntamente com a

formulacdo esté relacionado & umidade, ao tamarthaerfologia da particula (AMERI &
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MAA, 2006). O tamanho das particulas também es$t&iomado ao orificio do bico ou disco
atomizador, pois dele depende o tamanho das gmdicgéradas. Contudo, ainda mais
importante, juntamente com a pressdo e a vazaag de gecagem, o tamanho do orificio
determina as taxas de cisalhamento, que podem gemasignificante estresse sobre a
proteina, afetando sua conformacdo e consequentmsea atividade bioldgica. J& a vazéo
de alimentacdo do liquido interfere no rendimenttaxa de secagem e na morfologia das
particulas (AMERI & MAA, 2006; ANANDHARAMAKRISHNAN et al.,, 2007;
SAMBORSKA, WITROWA-RAJCHERT, GONCALVES, 2005).

Quanto a formulacdo, dentre os materiais utilizadristem os agentes encapsulantes
e 0s de secagem que, juntamente com as outraveigri&do muito importantes para o
rendimento do processo e em caracteristicas doutgroQuando necessario, adjuvantes
crioprotetores e estabilizantes podem ser adicemad formulacdo para garantir protecao
frente a mudangas de temperaturas extremas e igarastabilidade dos produtos durante o
processo e durante sua armazenagem (AMERI & MARG2DEPAZ, 2002; SCHONHERR
& RIEDE, 1994).

Desse modo, torna-se importante o estudo ndo sda@snetros do bioprocesso
fermentativo para producdo de peptidase e lipase fp@go Fusarium oxysporummas
também o estudo de variaveis operacionais no pocds microencapsulacédo, visando
garantir a estabilidade e vida 0til aceitavel dagreas, conservar sua atividade bioldgica e

investigar outros provaveis beneficios obtidosmero da técnica.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo geral deste trabalho foi estudar paréwsefermentativos para producdo de
peptidases e lipases pelo fungosarium oxysporumcaracterizar as enzimas produzidas e
promover aumento de sua estabilidade utilizandécaida de microencapsulacao spray

drying.

Objetivos especificos:

- Investigar duas variacdes de residuo agroindlidfiarelo de trigo e farelo de algodao)
como meio de cultura para fermentacdo semissobttafpngoFusarium oxysporunsom o

objetivo de obter a melhor producéo de peptidadipases.

- Investigar os beneficios do processo de micrgendacdo no manuseio e na estabilidade do
extrato enzimatico produzido pelo fungo oxysporum visando uma possivel aplicacdo

industrial destas microparticulas.

- Realizar a caracterizacao bioquimica e fisiconigd do extrato enzimatico produzido pelo
fungo Fusarium oxysporune das microparticulas deste extrato para avadiarpotencial

biotecnoldgico.
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3.MATERIALE METODOS

3.1 Fluxograma

A Figura 7 apresenta o fluxograma das etapas agl@&z para obtencdo do extrato

enzimatico produzido poFusarium oxysporumcaracterizacdo e microencapsulacdo das

enzimas.
Efeito do pH na atividade e
estabilidade
Perfil de Produgdo .
Enzimética Efeito da temperatura na
atividade e estabilidade
Caracterizagdo
Bioquimica
Fermentagdo
¢ Efeito de ions e inibidores

Fracionamento por

Efeito de surfactantes
Etanol

Estabilidade das
Microparticulas

Microencapsulagdo

Caracterizagdo Fisica das
Microparticulas

Figura 7. Fluxograma das etapas de fermentacéo, caractevizapicroencapsulacéo do extrato enzimatico

produzido poiFusarium oxysporum

3.2 Fermentacéao

3.2.1 In6culo

O fungo utilizado neste trabalho pertence a mieotwe Laboratério de Tecnologia
Enzimatica da Faculdade de Ciéncias FarmacéutieaRitdeirdo Preto — USP, e, em

colaboracdo com o Departamento de Micologia da URF8Hdentificado comaFusarium
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oxysporum baseando-se em sua morfologia e em testes bismpsimA cultura foi mantida

em tubos inclinados de PDR@tato Dextrose Agama 4°C, com repiques mensais.

Para preparacao do inoculo, utilizaram-se frasooénados tipo Erlenmeyer de 250
mL contendo 30 mL de PDA, com crescimento por 8 di@0°C. A suspensdo de micélios foi
obtida adicionando a cada frasco 20 mL de solughwas(0,1% de sulfato de amodnia, 0,1%
de sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1%tdeoide amonia) (MERHEB-DINI et al.,

20009) esterilizada (121°C, 20 min) e macerandagdwcom auxilio de espatula.

3.2.2 Fermentacdo semissélida

Adaptando metodologias de Lotong & Suwanarit (198%)erheb-Dini, et al. (2009),
foram utilizados sacos plasticos de polipropileamo recipiente de cultivo, preenchidos com
Farelo de Trigo (FT) e/ou Farelo de Algodao (FA) diferentes proporgdes (Tabela 2) e um

volume de solucéo salina correspondente a 60% ¢dadm(m/v).

Tabela 2.Propor¢es de meio de cultura utilizadas pararbegsso de

fermentagdo semissélida do furigasarium oxysporum

Meio de Cultura Massa de FT (g) Massa de FA (g)
FT 5,00 -
FA - 5,00
FT: FA (1:1) 2,50 2,50
FT: FA (3:1) 3,75 1,25
FT: FA (1:3) 1,25 3,75

Os sacos plasticos de polipropileno utilizados eramtoclavaveis e possuiam
dimenséo de 12 x 20 cm. Um plastico rigido tub(patietileno de alta densidade) de 5 cm
de altura e 2,2 cm de diametro foi conectado e&emittade aberta de cada um dos sacos por
fita adesiva. Devido a rigidez do tubo, o invéluemdquiriu forma semelhante a um frasco

com gargalo, o que possibilitou que fosse fechauo algodao (Figura 8).
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algodao
J plastico rigido tubutar

fita adesiva autoclavavel

saco plastico
autoclavavel
de polietileno

Figura 8. Esquemae fotografiado preparo de saco plastide polipropileno para ser utilizaem bioprocesso

de fermentacdo semissolidm escala laborator

Os sacos preenchidos com os farelos fi autoclavados a 1°C por 20 minutos, e
apos chegarem a temperatura ambiforam inoculados com 1 mL de suspenséo de m.
Os sacos foranmcubados em camara clim@ada (BOD), a 3@, por periodo de 24 a 1!
horas. Para extracdo das enzimas, a cada 24 harsacofoi removido da camara e a e
foram adicionads 40 mL de agua destilada °C. O material macerado filtrado e
centrifugado a 500@ por 20 minutos &4°C. O sobrenadante, denominado extrato

fermentacao (EFfoi coletado para a quantificacao das atividaesmaticas

3.3 Perfil de producéo enzimatic

3.3.1 Determinacao da atividade proteolitica conse#n:

Para todas as variagbes de meio de ci, a atividade proteolitica foi determinada
acordo com o protocolo descrito por Sarath, Moti&agner (1996) com modificacdes.
mistura da reacgao foi composta por quL de EF; 100uL de tampadNaH,PO, (Fosfato de
Sodio MonobésicoSynth, Bras) 50 mM, pH 6,5 e 1000L de Cas&na 1% (Sigma-Aldrich,
Alemanha) A reacdo foi conduzida a 40°C, por 20 minutos.inferrupcdo da reag:
enzimatica foi realizada com adicdo de (L de TCA 10% (&ido tricloroacético, Synth,

Brasil).
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Os tubos de reacédo foram centrifugados a 10d)0OPor 15 minutos, a 25°C. A
absorbancia do sobrenadante foi determinada pacesfotometria em comprimento de
onda 280 nm, contra seus respectivos brancos. Adadie enzimatica foi expressa em
unidade de atividade/mL (UA/mL), sendo a unidadeatlgidade igual a quantidade de
enzima necessaria para promover a liberacdo ¢gendl tirosina/minuto sob condicdes
definidas de ensaio (MEYERS & AHEARNL977apudGUPTA et al, 2002).

3.3.2 Determinagéo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada de acordarco protocolo de Kanwar et al.
(2005) com modificagbes. Uma solucédo estoquep-dérofenilpalmitato 20 mM (Sigma-
Aldrich, Alemanha) foi preparada em isopropanolniyBrasil). Para cada 2& da solucéo
estoque, a solucéo diluida foi obtida em g@f5de tampéao Tris-HCI 50 mM (Sigma-Aldrich,
Alemanha), pH 8,0.

A mistura da reacao foi composta por @0de EF e 45Q.L da solucdo diluida de
p-nitrofenilpalmitato. A reacao foi conduzida a 40p0r 20 minutos. A interrupcéo da reacao
enzimatica foi realizada com adicdo de l@6de solucdo de etanol:acetona (1:1) (ambos
Synth, Brasil) a 4°C. Os tubos de reacdo foramrifeg@dos a 10.00@, por 1 minuto, a
25°C. A absorbancia do sobrenadante foi determinpda espectrofotometria em
comprimento de onda 410 nm, contra seus respedirargos. Uma unidade de atividade &
definida como a quantidade g@enitrofenol liberado pela hidrolise dmnitrofenilpalmitato

por 1 mL de enzima sob condi¢des definidas de el KANWAR et al., 2005).
3.4 Fracionamento por etanol

Com a finalidade de diminuir a quantidade de impaseno extrato para ser
microencapsulado, este foi submetido a uma pugéicgarcial com etanol (92,6° GL). Para
determinar a melhor condicdo de precipitacao, elfirs propor¢coes de EF e etanol foram
testadas. Definida a melhor proporcao EF:etanflfa@onamento foi conduzido a -20°C por

24h. Apos ter sido centrifugado a 509@or 20 minutos, e desprezado o sobrenadante, o

'MEYERS, S.P. & AHEARN, D. G. Extracellular protesiy byCandida lipolytica Mycologia,
v. 69, p. 646 — 651, 1977.
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precipitado foi ressuspenso em Tampao Acetato 25 pHM5,0. O extrato ressuspenso foi

denominado extrato enziméatico (EE).

3.5 Caracterizacao bioquimica

3.5.1 Determinacao da atividade proteolitica conoeaseina

A determinacao da atividade proteolitica do EEéailizada com Azocaseina (Sigma-
Aldrich, Alemanha). A mistura da reacdo foi compgsor 100uL de EE; 10QuL de tampéo
no pH adequado; e 2Q40. de Azocaseina 1% no pH adequado. A reacao fallwznda a
40°C, por 5 minutos. A interrup¢éo da reacdo enaindoi realizada com adicdo de 800D
de TCA 10%. Os tubos de reacéo foram centrifugad®8.000g, por 15 minutos, a 25°C.
Foram transferidos 40@L do sobrenadante para um tubo de ensaio e a estenf
adicionados 466,pL de NaOH 1 M (Synth, Brasil). A absorbancia do reoladante foi
determinada por espectrofotometria em comprimeatondia 440 nm, contra seus respectivos
brancos (DUCROS et al., 2009).

3.5.2 Determinagéo da atividade lipolitica

A determinacao da atividade lipolitica foi reatlaaconforme descrito na secéo 3.3.2,
substituindo o EF por EE.

3.5.3 Efeito do pH na atividade e estabilidade

O pH d6timo foi avaliado realizando ensaios de d#de enzimatica a 40°C em
diferentes valores de pH, nas seguintes solucogsdia50 mM: Acetato, pH 4,5 — 5,0; MES
(Sigma-Aldrich, Alemanha), pH 5,5 — 6,5; HEPES (®&gAldrich, Alemanha), pH 7,0 — 8,0;
BICINE (Sigma-Aldrich, Alemanha), pH 8,5 — 9,0; &ES (Sigma-Aldrich, Alemanha), pH
9,5 — 10,5. Para determinacdo da atividade prtitaglifoi preparada uma solucédo de
azocaseina 1% em cada um dos valores de pH cit®dwa. determinacdo da atividade
lipolitica, a solucdo estoque de 4-Nitrofenilpabtut foi diluida nos mesmos tampdes. A
realizagédo dos ensaios seguiu conforme descriteegd®s 3.5.1 e 3.5.2.

A estabilidade foi analisada por exposicdo do Hiiferentes valores de pH (4,5 a

10,5, com incrementos de 0,5). Para atividade plitite, 100uL de EE foram expostos a
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50 pL de tampao de exposicao (50 mM) nos diferentesreal de pH, por 24 h em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foramoaditos 50uL de tampéo de reacao
(150 mM) no pH o6timo determinado, 2QQ de azocaseina 1% e a reacdo seguiu conforme
secdo 3.5.1. Para atividade lipolitica, 50 do EE foram expostos a 50 de tampé&o de
exposicdo (50 mM) por 24h e apés esse periodo fadioionados 45QL de substrato e a

reacao seguiu conforme sec¢ao 3.5.2.
3.5.4 Efeito da temperatura na atividade e estalalie

Uma vez definido o pH 6timo, a temperatura otimadieterminada realizando-se as
mesmas reacdes em temperaturas de 25 a 90°C, camentos de 5°C.

A estabilidade térmica foi examinada pela incubadddEE em temperaturas de 30,
35, 40, 45, 50, 55 e 60°C nos tempos 5, 15, 30 en®@itos, seguida das reacbes de
determinacao de atividade enzimatica conforme desas se¢bes 3.5.1 e 3.5.2.

3.5.5 Efeito de inibidores e ions

Para determinar o efeito de inibidores sobre adaile enzimatica do extrato, foram
utilizados PMSF Rhenylmethylsulfonyl fluorideSigma-Aldrich, Alemanha), Pepstatina
(Sigma-Aldrich, Alemanha), EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid Sigma-Aldrich,
Alemanha) e Acido lodoacético (Sigma-Aldrich, Alatha) a 100 mM (estoque), segundo
protocolo descrito por Dunn (1989). Para o ensanté a ions, foram preparadas solucdes
de: CuC}, NiSOy MnCl,, CaC}, KCI, MgCl, LiCl e AICI; a 100 mM (estoque).

Em cada tubo de reacgdo, foram adicionados o EE slagdes dos ions ou dos
inibidores, obtendo concentracao final de 10 mMbéla 3). Os tubos foram incubados por 5
minutos a 40°C. Decorrido este periodo, foram adamlos os reagentes e a reacao foi
realizada por 5 minutos a 40°C, sendo interrompidas TCA 10% e Etanol:Acetona para

atividade proteolitica e lipolitica respectivamente
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Tabela 3.Reagentes para ensaio de efeito de ions e indsdmbre do extrato enzimatico produzido pelo fungo
Fusarium oxysporurem bioprocesso de fermentagdo semissolida

Atividade Proteolitica -  Atividade Lipolitica -
Reagentes

Volume (uL) Volume (uL)
Extrato enzimatico 100 50
Inibidores / lons 10 5
Tampéao* 100 -
Azocaseina 1% / Substrato para lipase 200 450
TCA 10% / Etanol:Acetona 800 166

*Atividade proteolitica: tamp&do NgRO, 50 mM, pH 6,5; atividade lipolitica: tampao Tri€H50 mM, pH 8,0

3.5.6 Efeito de surfactantes

Para determinar o efeito de surfactantes sobrevidaate enzimética do EE, este foi
incubado em CTAB Cetyl trimethylammonium bromid&igma-Aldrich, Alemanha), SDS
(Sodium dodecyl sulphat&igma-Aldrich, Alemanha), Twe880 (Polissorbato 80, Sigma-
Aldrich, Alemanha) e Tritol'X-100 (Polyethylene glycotertoctylphenyl ether Sigma-
Aldrich, Alemanha), nas concentractes 0,5; 1,0p1350%.

Para determinacdo da atividade proteolitica, foracubados 100 pL de EE em
100 pL da mistura de surfactante + tampéao de reagdantidos a 40°C por 5 minutos. Apos
esse tempo, a reacdo seguiu conforme secado 3dd aRatividade lipolitica, 50 uL de EE
foram incubados em 20 pL da mistura surfactantmpéio e mantidos a 40°C por 5 minutos.

ApoOs esse tempo, a reacdo seguiu conforme se¢o 3.5

3.6 Microencapsulacao

Para a realizacdo dos experimentos de microeneggdsylo material utilizado foi o

extrato enzimatico (secao 3.4).

As microparticulas foram obtidas utilizando o affjerepray dryer modelo MSD 0.5
(Labmaq do Brasil, Ribeirdo Preto, Brasil), comamagade de secagem de até 0,5 L/h. Sua
camara de secagem cilindrica é feita de vidro Isdrcato, possui 51 cm de altura e diametro

interno de 13 cm. A temperatura de saida, bem camaz&o de alimentacdo do liquido
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podem ser controladas por um controlador digitabgDipamento opera em modo corrente e
possui bico atomizador do tipo duplo fluido, conficio de saida de 1,2 mm, responsavel

pela producéo das goticulas.
Foram realizados os seguintes ensaios prelimimgi@escagem a 60°C:

1) Apenas EE;

2) Mistura (1:1) de EE com o adjuvante de encapsultomeranitol (Cromoline
Quimica Fina, Brasil);

3) Mistura (1:1) de EE com o adjuvante de encapsulsomaéextrina (Corn Products
Brasil, Brasil) e

4) Mistura (1:1) de EE com o adjuvante de secagemiaboxe silicio coloidal
Aerosif®200 (Evonik Ind., Alemanha).

Para calcular a propor¢gédo de cada mistura, fouadiet a andlise do teor de soélidos do
EE (2,03%) por balanca analisadora de umidade éampdda de halogénio (Ohaus MB 45).
O volume de liquido do EE foi utilizado conformevalor correspondente (em gramas)

necessario para cada obter a proporcao determiaadaada experimento.

Apds serem observados os resultados da secagemnjsoéltimos adjuvantes foram
selecionados para atuarem combinados no delineantemt-Behnken — ferramenta de
planejamento experimental para otimizacao de ottt com trés fatores e trés niveis, que

permite a determinacado do efeito de interacao estfatores.

Os fatores escolhidos foram propor¢cdo extrato eftrtovadjuvante (EE/Ad),
proporcéo Aerosi/Dextrina (Ar/Dx) e temperatura de saida (Ts) (Take.
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Tabela 4.Desenho experimental para microencapsulagao datexnzimatico

produzido pelo fung&usarium oxysporuram bioprocesso de fermentagdo semissolida

1

1 -1 -1 0 3/1 3/1 80
2 1 -1 0 1/1 3/1 80

3 -1 1 0 3/1 11 80
4 1 1 0 1/1 1/1 80

5 -1 0 -1 3/1 2/1 60
6 1 0 -1 1/1 2/1 60

7 -1 0 1 3/1 2/1 100
8 1 0 1 1/1 2/1 100
9 0 -1 -1 2/1 3/1 60
10 0 1 -1 2/1 1/1 60
11 0 -1 1 2/1 3/1 100
12 0 1 1 2/1 1/1 100
13 0 0 0 2/1 2/1 80
14 0 0 0 2/1 2/1 80
15 0 0 0 2/1 2/1 80

As condi¢Bes operacionais utilizadas na microendapdo podem ser observadas na
Tabela 5.

Tabela 5.Condi¢6es iniciais do equipamentosieay dryer

Parametros alore

Vazéo de alimentacéo 4 mL/min
Vazéo do ar de secagem 2,78min
Vazao do ar de atomizacao 50 L/min
Presséo do ar de atomizagéo 4,5 kgticm
Teor de sdlidos na formulacéo 2,0%
Temperatura de secagem Variavel (60, 80 e00
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Os p6s obtidos foram submetidos a ensaios de kdéalae para determinar a atividade
enzimatica remanescente ap0s processo e armazdpaivem como a caracterizacao fisica

das microparticulas produzidas.

3.6.1 Estabilidade das microparticulas de extratzinatico

As microparticulas obtidas foram acondicionadasfrascos plasticos e armazenadas
a 4 e 25°C. As atividades proteolitica e lipolificeam determinadas nos tempos 0, 15, 30, 60

e 120 dias e comparadas as do EE antes do processo.

3.6.2 Caracterizacao fisica das microparticulasidbats porspray drying

Os poés resultantes do processospeay dryingforam submetidos as andlises de
umidade, densidade aparente, densidade compactadguéo de repouso, além de serem

observados por microscopia eletrénica de varre@gy).

3.6.2.1 Umidade

Para analise da umidade do material seco utilieoai{salanca analisadora de umidade
com lampada de halogénio (Ohaus MB 45) — medidéipdogravimétrica. A umidade foi
determinada imediatamente ap0s o preparo das mitioydas e apds 30 dias de

armazenamento.

3.6.2.2 Densidade aparente (da)

A densidade aparente é a razado da massa de p&espeativo volume. Adaptando a
metodologia encontrada na USP 30/NF25, em uma faae 10,0 mL, foram adicionadas
amostras dos po referentes a cada ensaio e afmigovolumes. A partir da relacdo com a
massa de cada amostra, determinou-se a densidaea &p

3.6.2.3 Densidade de compactacéao (dc)

Foram adicionadas amostras de p6 a uma provet8,8eril e em seguida esta foi

submetida a elevacdo e queda sobre o proprio pgstindo-se o movimento 100 vezes para
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cada amostra (adaptado de USP 30/NF25, 2007).a&&elentre a massa do p6 e o volume

ocupado por ele apds a compactacao possibilitditeangéo da densidade de compactacéo.
3.6.2.4 Determinagéao do fator de Hausner (FH) e ioelde Carr (IC)

O fator de Hausner e o indice de Carr foram detexdus por meio de célculos (GUO,
BEDDOWA, VETTE, 1985). O FH é o quociente da ragatre a densidade compactada e a

densidade aparente, como mostra a férmula: F(;ﬁz:
a

Os materiais que apresentam FH inferior a 1,25faéitmente compressiveis em

contrapartida aos que apresentam valores superiores

Materiais com indice de Carr inferior a 15% aprém®nboas caracteristicas de
compressao (USP 30/NF25, 2007). O IC foi deternorssjundo a equagao:

c = (9799 100
dc

3.6.2.5 Determinacao do angulo de repousd) (

A determinacdo do angulo de repouso tem sido adiizcomo um método indireto de
classificar o fluxo de um pé, em funcéo da suacBelacom a coesao entre as particulas. Para
a determinacdo do angulo de repouso de cada andesp@, utilizou-se um funil e uma base
cilindrica com 4,0 cm de didmetro. O funil foi ccdmlo a uma distancia de 4,0 cm do cilindro
(Figura 9). Amostras de po6 foram vertidas no fat@ que toda a base do cilindro fosse
preenchido e em seguida mediu-se, com o auxiliontke régua com graduacéo de 1,0 mm, a
altura do cone formado (AULTON, 2005).
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Figura 9. Desenho esquematico para determinacdo do anguépdeso (imagem adaptada de AUTON, 2005)

. . h
O valor do angulo formada. foi obtido pela seguinte equacgao: &g £ R

Onde “h” = altura e “R” = raio. Angulos abaixo d@°4ndicam bom fluxo.
3.6.2.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As caracteristicas morfolégicas das microparticitaam observadas por MEV,
utilizando um microscopio SS-550 (Shimadzu, Japdo)es de serem submetidas a analise,
as amostras foram revestidas com ouro sob uma f@raode argonio, utilizando um
revestidor Bal-Tec SCD 050 (Furstentum Liechten3téis fotomicrografias foram efetuadas

a uma voltagem de aceleracéo de 20,0 kV.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.RESULTADOS E DISCUSSAC

4.1 Fermentacasemissolid

Para producgéo das dmas, o fungd-usarium oxysporurfoi inoculado em diferente
meios de cultura, utilizando FT, |, ou combinacao dos dois substratos [FSS. A Figura

10demonstra o crescimento do fungo no periodo de (7 dias) em F.

Dia 04 Dia 05

Figura 10. Fotografias do escmento do fungd-usarium oxysporundurante 196 horaem bioprocesso de

fermentacédo semissélidatilizando farelo de trigo como substi

No inicio de um processo (FSS o crescimento do microrganismo é essencialr
biologicamente limitado. Ele ocorree acordo com a capacidade do fungo de crescer
uma superficie sélida, em condicdes predefinidasocpH, temperatura e umidade. Lo
microcolbnias vizinhas comegcam a se encontrar, e gyovoca interacdes negativas el
elas, por exemplo, mudanca sua dire¢cdo de crescimento ou até mesmo diminwoce
parada da expansdo. Com o passar do tempo, osest@ze o fungo é aumentado devic
diminuicdo de oxigénio, aumento de temperaturda fd¢ nutrientes e aumento de prodi
residuais e/ou toxinaso que pode desencadear processos tais como audido de
esporulacéo, de crescimento celular ou morte (MIECH KRIEGER, BEROVIC, 2006)

Dados da atividade enzimatica do extrato produm@odiferentes experimentos indicam
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o tempo de incubacdo necessario para obtencamdimsas desejadas seria em torno de 96h
(4 dias) (Figura 11).

A) —m—100% FT

_ —e— 100% FA

—&— 50% FT + 50% FA
—w¥— 75%FT +25% FA
4 | —— 25%FT +75% FA

Atividade Enzimatica (U/mL)

B) —=—100% FT
200 — —e— 100% FA
—A— 50% FT + 50% FA
—w— 75% FT + 25% FA
—— 25%FT +75% FA

150

100 H

50 -

Atividade Enzimatica (U/mL)

Figura 11. Atividades enzimaticas em 168 h de crescimentoFdsarium
oxysporurrem diferentes meios de cultura. A) Atividade prbtea; B) Atividade

Lipolitica. FT = Farelo de Trigo; FA = Farelo degabdao

Tanto para producéo de peptidase, quanto de lipdsagoF. oxysporundemonstrou
maior atividade no uso de FT como meio de cresdionégds maiores picos de producéo
foram 228,88 U/mL para a atividade proteoliticald,48 U/mL para a atividade lipolitica,
ambos em 96 horas. O uso dos dois substratos caddsmao se mostrou interessante,
contudo, o uso do FA isoladamente pode ser Util ebjetivo do processo for obter lipases
em um extrato enzimatico com menor contetdo pribieml
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Na utilizacéo de residuos agroindustriais, a natud® substrato é um dos fatores que
mais afeta o processo fermentativo. Aléem do cormteddtricional (fontes de carbono e
nitrogénio), o tamanho e a forma das particulasubstrato sdo muito importantes, pois vao
determinar o tamanho dos espacos interparticudagrau de continuidade entre elas. Isso esta
diretamente relacionado a penetracdo do microngenie a acessibilidade aos nutrientes,
fatores que podem afetar o desempenho do procBEICKELL, KRIEGER, BEROVIC,
2006; TREICHEL et al., 2010; YIKE, 2011).

Nossos experimentos demonstraram que, visualmeote,FA pbde reter
consideravelmente menos umidade que o FT durapégiodo de incubagdo. De acordo com
Javed et al (2012) devido as suas caracteristisasd, o FT tem capacidade de reter altos
niveis de umidade. Experimentos de Rajmalwar & D#dan (2009) demonstraram que na
producdo de peptidases em FSS, a utilizacdo deeBdltou em pior rendimento, quando
comparado a outros cinco diferentes residuos atysiriais (soja, amendoim, gergelim,
linhaca e mostarda), tanto em experimentos queardim agua, quanto nos que utilizaram

outros diluentes como agentes umedificantes.

Segundo Bhargav et al. (2008), a maioria dos psadares tem utilizado FT para da
producdo maxima de lipases. Javed et al (20113ltasgue quase todos os tipos de enzimas
podem ser obtidos utilizando FT como substratototggara FSS, quanto para FSm. Este
residuo agroindustrial é rico em carboidratos, ginats, lipidios e minerais e é de facil
aquisicao, uma vez que as demandas mundiais gor 80 muito grandes e praticamente

todos os paises com cultura agricola o produzemdamtemente (JAVED et al., 2011).

Esses resultados demonstram que a selecao do eneudtdra apropriado pode prover
a producdo enzimética desejada. Em adicéo, o estestaca a importancia do FT para a

producao de enzimas por fungos em FSS.

4.2 Caracterizacdo do extrato enzimatico

Mudangas nas condigdes ambientais em que a eneiraacentra podem alterar seu
comportamento por favorecer ou prejudicar suadete temporaria ou permanentemente.
Por exemplo, a alteracdo da estrutura enzimatioapammete a complementaridade entre

enzima e substrato, fazendo com que a enzima geaduncédo (VOET & VOET, 2006).
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Desse modo, diferentes situacdes foram avaliadasdaderminacéo das melhores condigoes

promotoras da atividade enzimatica.
4.2.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade

No ensaio de atividade frente a diferentes valaesoH, as peptidases e lipases
produzidas demonstraram maiores atividades em p#bprinantemente alcalino (Figura 12).
A melhor atividade lipolitica foi observada em p}3.8]Ja a atividade proteolitica apresentou
maiores valores entre o pH de 6,0 e 8,5, intervado qual ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as ativida@d$OVA, P < 0,05), indicando uma ampla
faixa de pH de alta atividade proteolitica.

@ Protease
> Lipase

100+

80+

60

204 Qﬁ

Atividade Enzimatica Relativa (%)

s

o

T T T T T

T T T T T T 1
W 260 67 6 67 A7 AP &Y 0 9 90,00, 0 Y
pH

Figura 12. Efeito de pH na atividade de peptidases e lipages
extrato enzimatico produzido pelo fundgfusarium oxysporunem

bioprocesso de fermentagéo semissolida

Tais resultados estdo em conformidade com outrasides que também
demonstraram a producédo de lipases com alta afiwidan pH alcalino poFusarium
globulosum (GULATI et al., 2005) eFusarium oxysporum(RIFAAT et al., 2010;
PRAZERES, CRUZ, PASTORE, 2006). Estudos cbusarium culmorumndicaram uma
producdo de peptidases com atividade 6tima em fdexgoH alcalino (PEKKARINEN,
JONES, NIKU-PAAVOLA, 2002).

Para estabilidade proteolitica, a menor estabiéidad periodo de 24h, foi observada
entre os valores de pH 7,5 a 9,5 (média de 88,0Q3#ttervalo no qual ndo ha diferenca
estatisticamente significativa (ANOVA, P < 0,05arfe da faixa de pH de atividade otima
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(6,5 — 8,5) se encontra nesse intervalo. Para ikdtale lipolitica ndo ha diferenca
estatisticamente significativa (ANOVA, P < 0,05) faxa de pH de 4,5 a 6,5 e observa-se a
menor estabilidade no pH 8,5, com atividade lipritle 60,27%. Este é justamente o valor

de pH em que ha atividade 6tima (Figura 13).

100 +

80

60

40
—a— Atividade Proteolitica

—O— Atividade Lipolitica
20

Atividade Enzimatica Relativa (%)

04

LA DL L L I R LA L L L BN L L B |

W 02 o @ @ A A2 @ o o of o o2 O

pH
Figura 13. Efeito do pH na estabilidade de peptidases esdipalo
extrato enzimatico produzido pelo fungasarium oxysporunem

bioprocesso de fermentagédo semissélida

Pekkarinen et al. (2002) observou que a faixa dedpH8,3 a 9,6 apresentou maior
atividade proteolitica pafausarium culmorune que no ensaio de estabilidade, toda atividade
foi perdida no pH 8,5. Possivelmente, nos valorespd em que ha melhor atividade, as
enzimas encontram-se em conformacédo de reacdopcsitio ativo exposto, ficando mais
susceptiveis a acao proteolitica de outras enzemesnsequentemente menos estaveis. O
autor destaca que a albumina do soro bovino estapente, outras proteinas, aparentemente

protegem a peptidase de autélise ou inibem mudamgdermacionais que diminuiriam a sua
estabilidade.

4.2.2 Efeito da temperatura na atividade e estatatie

Quanto ao efeito da temperatura, a 40°C, o EE eq@s condicdo Otima de reacdo
lipolitica, demonstrando uma brusca queda de atiddcom o aumento de temperatura

(Figura 14). Producdo de lipases poroxysporumcom atividade 6tima em temperaturas
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préximas a 40°C também foi observada por Hoshirab. ¢1992). Para peptidases, a faixa de
temperatura entre 55 e 75°C apresentou 0os maiateses de atividade e nesta faixa nao
houve diferenca estatisticamente significativa (AMQOP < 0,05).
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Figura 14. Efeito da temperatura na atividade de peptidasgsases do

extrato enzimatico produzido pelo fungBusarium oxysporumem

bioprocesso de fermentagéo semissolida

Para verificar o efeito de inativagcdo das enzimasliamte aumento de temperatura,
estas foram submetidas a incubacédo em diferentgsetaturas antes de realizar o ensaio de

atividade. A estabilidade das enzimas é demonstradiagura 15.

O perfil de estabilidade térmica da peptidase mdiita estabilidade em temperaturas
até 45°C, mantendo aproximadamente 70% de atividadielual apds 60 minutos de
incubagdo a 45°C. J4 para incubacdo a 50°C, aladvicai para 40% apds 30 minutos.
Estudos de Pekkarinen et al. (2002) apontaram qpepéidase produzida pdfusarium

culmorumapresentou instabilidade ao ser incubada em textypas a partir de 45°C.

Para lipases é demonstrada maior estabilidade ewpetaturas até 40°C. Apés 60
minutos, observa-se aproximadamente 60% de atwitdadanescente apos incubacgédo a 40°C
e 50% de atividade a 45°C. Maia et al. (1999), mosea maior estabilidade nas temperaturas

de 25 e 30°C para lipases produzidas Fasarium solani com inativacdo da enzima apos
incubacdo em 40°C por 60 minutos.
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Figura 15. Efeito da temperatura na estabilidade de A) paptd e B) lipases do
extrato enzimatico produzido pelo fungasarium oxyxporurmem bioprocesso de

fermentacéo semissélida

A analise desses parametros é importante paranejailaento de temperatura e tempo
de exposicéo durante os processos industriais renazanamento do produto. Para garantir
um consideravel aumento da estabilidade das enzisu@ere-se retirar a agua do meio
enzimatico, por meio de técnicas que possibilitera @stas estejam em formulagcdes soélidas
em detrimento de formulagbes liquidas (AMERI & MARQ06; NAMALDI, CALIK,
ULUDAG, 2006).

4.2.3 Efeito de inibidores e ions

O estudo de inibicdo enzimatica possibilita deteamnas classes de peptidases quanto
ao mecanismo de acdo catalitica em serino, aspadisteino e metalopeptidase (DUNN,
1989). Além da avaliagdo do efeito de inibidores ati@idade proteolitica, também foi

estudado o efeito de tais inibidores na atividgutgitica (Figura 16).
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Figura 16. Efeito de inibidores nas atividades A) protecéitie B) lipolitica do extrato enzimatico produzido

pelo fungoFusarium oxyxporunem bioprocesso de fermentagéo semissolida. Al&iddlodoacético

Os resultados demonstraram que a atividade priit@ofbi fortemente inibida por
PMSF, indicando que a peptidase produzida pertardasse das serinopeptidases. Isso esta
de acordo com o estudo de Pekkarinen et al. (2082) a peptidase produzida pelo fungo
Fusarium culmorumAs serinopeptidases sdo o grupo de enzimas malsecmo, por ser
estudado ha mais de 50 anos e € um dos mais imfEstgrupos de enzimas industriais, uma
vez que representa cerca de 35% das vendas deasnaiitrobianas. A aplicagc&o principal
destas enzimas estd na industria dos detergenfddANDI et al., 2006; VOET & VOET,
2006).

Foi observada modulacdo negativa da atividadeifip@lem presenca de todas as
substancias estudadas. Segundo Sharma et al. (§i#xBs sédo “serino hidrolases”. Brady et
al. (1990) indica em seus estudos que a triadditz@tada lipase é composta por trés
aminoacidos — Ser, His, Asp (ou Glu) — os mesmassguinopeptidase, e que o PMSF inibe
iodoacético também foi observada por outros autOEsINSTEIN, WYNNE, 1935; LIU et
al., 2008). Segundo Shariff et al. (2011), a lipds8acillus sp. foi totalmente inibida com 5

mM de pepstatina, 0 que indica que é possivel gizeseibstancia iniba algumas lipases.

Embora ndo expligue o mecanismo de acdo, um t@ldghrevisdo de Pahoja &
Sethar (2002) descreve experimentos de pelo memawstores em que a atividade lipolitica
foi fortemente inibida por EDTA. O efeito de totalbicdo das enzimas estudadas por EDTA

esta de acordo com os resultados encontrados saferde atividade enzimatica frente a



41

ions (Figura 17), jA que esta substancia é queldetéons e estes podem atuar como
estabilizadores ou ativadores das enzimas.

No estudo sobre o efeito de ions metalicos nadatid proteolitica e lipolitica (Figura
17), observou-se modulacdo positiva da atividada pamaioria dos ions em ambas as
enzimas (lipases e peptidases), exceto com o\idhe Cd*" que modularam negativamente
a atividade proteolitica, reduzindo a atividadeir@tica respectivamente a 36% e 53%. Para
a atividade proteolitica ndo houve diferenca edtesimente significativa entre o controle e os
ensaios com M e AP*, enquanto para a atividade lipolitica, ndo houvierehca
estatisticamente significativa para nenhum dos éstisdados (ANOVA, P > 0,05).
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Figura 17. Efeito de ions nas atividades A) proteolitica elipdlitica do extrato enzimatico produzido pelo

fungoFusarium oxyxporurem bioprocesso de fermentagéo semissélida

fons podem ligar-se a residuos de aminoacidosleeitiar na estrutura da proteina,
sendo determinantes na atividade e estabilidadendama (MERHEB-DINI et al., 2009).
Para serem capazes de realizar certas reacdemaalgenzimas associam-se a peguenas
moléculas que funcionam como co-fatores, que podemions metélicos ou moléculas
organicas (VOET & VOET, 2006).

Tanto o estudo de efeito de inibidores quanto oefiito de ions é de grande
importancia, uma vez que, além de elucidar o mepamide acdo das enzimas, esses dados
sugerem o possivel comportamento das enzimas ntedarutilizacdo de reagentes e

componentes biologicos na formulagao pretendida pgroduto final (YIKE, 2011).
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4.2 .4 Efeito de surfactantes

Por fim, foi analisada a atividade enzimatica feemat quatro diferentes tipos de
surfactantes: um catidnico (CTAB), um anidnico ($@ESdois ndo idnicos (TwedB0 e
Triton™X-100) (Figura 18).
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Figura 18. Efeito de surfactantes nas atividades A) proteali B) lipolitica do
extrato enzimatico produzido pelo fung§asarium oxyxporunem bioprocesso
de fermentacao semissélida

Na maior concentracao de surfactantes (3,0%)yvalatie proteolitica foi mantida em
87,02% com Tweét80 e 74,94% com Triton™X-100. J& para SDS, a atiled foi
fortemente inibida em todas as concentracdes, rpessentou um ligeiro aumento na
concentracdo 3,0%. O CTAB a 0,5% manteve 62,94%tidalade, apresentando queda de

atividade com o aumento da concentracao.
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Nos experimentos com lipases, o Triton™X-100 mantavatividade em torno de
50%, sem diferenca estatisticamente significatiteeeas concentracdes analisadas (ANOVA,
P > 0,05). SDS e Twe80 promoveram forte inibicédo da lipase. J4 o CTAMBesentou

resultados bastante interessantes — aumento d#adivpara 155,99%.

Um trabalho de revisdo de Pahoja & Sethar (2008¢rdge experimentos de quatro
autores em que lipases foram inibidas por Triton®¥Xpum por Tween-80 e um por SDS.
Estudos de Alfani et al. (2000), apontam “superddigde” da a-quimotripsina (uma
serinopeptidase), quando exposta a um meio ricoGIMB. Segundo o autor, esse
comportamento de promocgédo da atividade pode sdicadp pelo fenbmeno de micelas
reversas ou por uma mudanca conformacional na enziemdo como resultado maior

afinidade pelo substrato.

Surfactantes sdo compostos anfifilicos que podetuzie a superficie e as tensbées
interfaciais de fluidos imisciveis. Com isso, séapazes de aumentar a solubilidade,
mobilidade, disponibilidade, e subsequente degéadde compostos organicos hidrofobicos
ou insoluveis (VAN HAMME, SINGH, WARD, 2006). Poisge motivo, sdo amplamente
utilizados nas formulacdes de detergentes. Os amlde atividade enzimatica das lipases e
peptidases alcalinas produzidas pelo fuRgoxysporumindicam um consideravel potencial
de aplicacédo dessas enzimas na industria de detesg€Contudo, os ensaios de efeito dos
surfactantes indicam que a escolha do tipo dearfee para formulacdo deve ser de acordo
com o objetivo de maior atuacdo proteolitica owlitira do produto. Outra alternativa € a
formulagdo de sofisticados detergentes enzimatees surfactantes sintéticos. Esses
detergentes encontram aplicacdo em limpeza a pewdutos para lavar loucga, limpeza de
tubulacbes e tratamento de efluentes, desengotdaraentre outros (HASAN, SHAH,
HAMEED, 2006).

Além da industria de detergentes, outras possam@isacdes para enzimas alcalinas
sao industria de couro, industria de papel, agromois, sintese de biopolimeros e biodisel
(HASAN, SHAH, HAMEED, 2006).
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4.3 Fracionamento por etanol

Para diminuir a quantidade de impurezas do extrmttes do processo de
microencapsulacéo, este foi submetido a uma pacic parcial com etanol (92,6°GL). A
proporgao de extrato de fermentacao:etanol comanetindicéo de precipitagéo foi 1:2.

4.4 Microencapsulacao

O experimento de secagem do EE isolado (rendiment29,06%) e da sua
combinacdo com manitol (1:1) (rendimento = 4,68%)dpziu um pd que se tornou uma
massa viscosa em contato com o ar e durante o mianusssim, novos ensaios foram

realizados utilizando dextrina e Aer6silomo adjuvantes.
4.4.1 Estabilidade das microparticulas de extratzinatico

A estabilidade, tanto do EE quanto das micropdas;doi avaliada pela quantificagéo
da atividade enzimatica. Os resultados sao apeeientcomo porcentagem de atividade
mantida em relacdo a atividade inicial do EE, adai antes do processo de

microencapsulagéo.

Apods 15 dias, o EE ndo encapsulado havia perdida o sua atividade quando
armazenado a temperatura ambiente. Apos 30 diasefajeracdo, manteve apenas 57,90 e

36,45% da atividade proteolitica e lipolitica respamente (Figura 19).
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Figura 19. Estabilidade do extrato enzimético produzido pelmbFusarium oxysporuram

diferentes condi¢cbes de armazenamento (4 e 25°C)
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Para as microparticulas, ndo houve correlacdovafatntre EE/Ad e a atividade
enzimatica ou entre Ar/Dx e atividade enzimatiaar. ®utro lado, a temperatura de secagem
demonstrou uma influéncia importante (Figura 28jljdando que as altas temperaturas nao
sdo recomendadas, ja que podem inativar as enzinefeito de degradacdo enzimatica por
altas temperaturas de secagem também foi obsergadoNamaldi et al. (2006), na

microencapsulacdo de serinopeptidaseBaigllus subtillise por Cui et al. (2006) utilizando
transglutaminases d&reptomyces hygroscopicus.
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Figura 20. Superficie de resposta para A) Atividade protealie B) Atividade lipolitica das

microparticulas do extrato enzimatico produzidapgehgoFusarium oxyxporum

Dados de atividade enziméatica (Tabela 6 e Tabeladiam claramente que a técnica

de microencapsulacdo aumenta a estabilidade dasazjuando comparada a estabilidade
do EE né&o processado (Figura 19).

Os resultados apontam uma queda de atividade emzméediatamente apds o

processo de microencapsulacdo do EE, seguida peirali queda até 30 dias de

armazenamento. ApGs 0 processo, a diminuicdo foiomeos experimentos com utilizacdo
de temperaturas mais brandas.

Pode-se dizer que a partir de 30 dias houve unabikddde na preservacdo da

atividade enzimatica, ja que nao existe difererstatisticamente significativa (ANOVA, P <
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0,05) entre os valores de atividade observadosyaeamesma amostra armazenada sob as

mesmas condicdes, nos diferentes tempos anali§a@o80 e 120 dias).

Isso pode ser explicado pela morfologia das mictapdas. Em geral, as
microparticulas produzidas pepray dryingsdo matriciais, ou seja, uma mistura molecular
entre a substancia ativa e os agentes encapsu{Rite4$998). Desse modo, existem enzimas
tanto na superficie, quanto no interior de cadéiquaa. Assim, no inicio do armazenamento,
devido ao seu contato com o ambiente externo, aisnas da superficie comecaram a ser
rapidamente inativadas até o tempo de 30 dias,ambgas enzimas localizadas no interior
foram preservadas. A presenca de proteinas nafigipeios poés produzidos pspray drying
e sua relacdo com a atividade enzimatica remantestambém foi apontada por Millgvist-

Fureby et al. (1999), na microencapsulacédo demapsom diferentes carboidratos.

Apéds 120 dias, os maiores valores residuais dalatle proteolitica observados foram
91,62% sob refrigeracdo (experimento 10) e 85,9%etrngperatura ambiente (experimento 9).
Para atividade lipolitica obteve-se 0 maximo d&8% sob refrigeracao (experimento 10) e
77,72% a temperatura ambiente (experimento 9). ape#s que para a maioria das amostras
houve diferenca na preservacédo da atividade nasedibs condicbes de armazenamento, a
escolha de refrigeragéo deve ser ponderada, lexsmdom consideragcéo o custo e diferenca
de atividade mantida nas duas condi¢des, uma \eh@uma forte tendéncia de preservacao

da enzima apods 30 dias de armazenamento.

Cabe ressaltar ainda que essa analise é validaspama o0 armazenamento das
microparticulas do EE e ndo devem ser extrapolpdes o produto no qual elas podem ser
aplicadas, uma vez que interagcbes com outros coenpes da formulacdo e caracteristicas

como pH do produto podem interferir na estabilidexzmatica.
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A Tabela 8 demonstra a caracterizacao fisica dasoparticulas obtidas p@pray

drying e o rendimento dos experimentos. Mesmo que nadaediferenca estatisticamente

significativa (ANOVA, P < 0,05) entre os ensaioalizados a 80 e 100°C, h4 uma tendéncia

de correlacao positiva entre a temperatura e @smemtos.

Tabela 8. Caracterizacao fisica das microparticulas de extesizimatico produzido pelo

fungoFusarium oxysporum

o)

C

()

£

9]

<  EE/Ad

L
1 3/1
2 1/1
3 3/1
4 1/1
5 3/1
6 1/1
7 3/1
8 1/1
9 2/1
10 21
11 21
12 21
13 21
14 21
15 21

Codificados

Ar/Dx

3/1
3/1
1/1
1/1
2/1
2/1
2/1
2/1
3/1
1/1
3/1
1/1
2/1
2/1
2/1

Niveis Fatoriais Nado

T(°C)
80
80
80
80
60
60
100
100
60
60
100
100
80
80
80

Rendimento

(%)

60,94
60,00
61,50
62,81
52,56
53,69
62,38
62,51
53,94
57,75
61,06
63,00
62,81
61,31
61,60

IC
1,14 12,53
1,17 14,72
1,1 14,68
1,13 11,73
1,10 8,84
1,16 13,90
1,12 10,56
1,12 10,46
1,14 12,G3
1,09 8,66
1,10 891
1,08 7,14
1,16 13,98
1,15 13,33
1,17 14,25

Angulo de
Repouso §)

33,67
30,97
31,29
30,54
35,28
30,97
36,31
35,18
36,62
34,56
31,87
34,03
34,66
34,24
34,56

EE/Ad = Extrato enzimatico/Adjuvante; Ar/Dx = AeiltBextrina;

T = temperatura; FH = Fator de Hausner; IC = inde<arr

Umidade
(%)

4,36
4,41
4,25
4,38
4,72
4,63
3,83
3,66
4,67
4,54
3,44
3,37
4,29
4,35
4,32

De acordo com observagBes de Tewa-Tagne et al7)2@Qutilizacdo de dioxido de

silicio coloidal como agente de secagem no processencapsulacdo proporciona um

aumento de rendimento em comparacdo ao process® sgante. Em nossos estudos, os

rendimentos dos experimentos foram consideravebnsmperiores aos obtidos nos ensaios

preliminares — secagem do EE isolado (rendimen966%) e da sua combinacdo com
manitol (1:1) (rendimento = 4,68%).
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Foi observada a influéncia do didéxido de silicionlgm na morfologia das
microparticulas (Figura 21). Ensaios que utilizaranadjuvante em maior concentracao
apresentaram microparticulas com forma esférica nmaiforme e com aspecto mais aspero

do que as microparticulas dos ensaios com mengentracao do adjuvante.

EHT = 20.00 kv m— EHT=20.00kv  Mag= 40.00 KX

R I ,
!g £ B, "‘%

EHT=20.00kV Mag= 10.00KX  Detector = SE1 — EHT=20.00kV Mag= 40.00KX  Detector = SE1

Figura 21. Aspecto das microparticulas observadas por MEWI&Yoparticulas obtidas em experimento com
alta concentracao de diéxido de silicio (experime2)t B) Microparticulas obtidas em experimento duwaixa

concentracao de diéxido de silicio (experimento 3)

Ainda segundo Tewa-Tagne et al. (2007), quando rezesdracdo de silica nédo é
suficiente, ocorre a obtencéo de particulas carfaatias por formas irregulares e com grande

adesividade.

Quanto aos valores de FH e IC, de acordo com Geddd@va e Vette (1985),
materiais com valores de FH e IC abaixo de 1,255e réspectivamente, possuem
caracteristicas de boa compressao e todas as amsostnprem esses requisitos. No que diz
respeito ao angulo de repouso, ja que os angubizaabe 40° indicam fluxo livre, todas as
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formulacdes apresentaram bom fluxo. Esses parésnefio muito importantes quando se
considera o escalonamento, ja que em diversosgsaséndustriais € necessario o transporte
de pds, alimentacdo de equipamentos, enchimentmadgzes, empacotamento uniforme,
compressao, e outras atividades que dependem geepagsdades das particulas (AULTON,
2006).

O teor de umidade foi determinado logo apds o psmele microencapsulacéo e foi
baixo para todas as amostras (cerca de 4%). Hat@aécaracteristica fortemente desejavel,
uma vez que a diminuicdo da concentracdo de &gwadumenta a estabilidade das enzimas
durante estocagem (AMERI & MAA, 2006; NAMALDI, CAKI, ULUDAG, 2006).

Embora armazenadas em recipientes plasticos bdrades, apos 30 dias, as amostras
1, 3, 5 e 7 apresentaram aspecto granulado qudarsdovadas a olho nu. Enquanto as outras
amostras permaneceram como po fino e aumentaranidade em menos de 1% no periodo,
as amostras dos ensaios 1, 3, 5 e 7 apresentanaemi@udos niveis de umidade para cerca de
11% (Figura 22).

Figura 22. Aspecto dos p6s ap6s 30 dias de armazenamentedipientes plasticos vedados.
A) Microparticulas obtidas em experimento com altacentracdo de adjuvantes (experimento
2); B) Microparticulas obtidas em experimento comixéd concentracdo de adjuvantes

(experimento 3)

Imagens de MEV demonstraram que apoés 30 dias dezarmmamento, as amostras dos
ensaios que utilizaram o0s adjuvantes em maior obrEgEo apresentaram menor
aglomeracdo entre as particulas do que as amagteagontinham baixa concentracdo de
adjuvantes (Figura 23).
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<

EHT=20.00kV Mag= 10.00KX  Detector = SE1 - EHT=20.00kv Mag= 10.00KX Detector = SE1

Figura 23. Aspecto das microparticulas observadas por MEV &@0dias de armazenamento em recipientes
plasticos vedados. A) Microparticulas obtidas enpeexnento com alta concentracdo de adjuvantes
(experimento 2); B) Microparticulas obtidas em ekpento com baixa concentragcdo de adjuvantes

(experimento 3)

De acordo com os valores de atividade enzimaticaaaostras que mudaram seu
aspecto (amostras 1, 3, 5 e 7) apés armazenanietields 6 e 7), infere-se que as enzimas
encapsuladas nao foram consideravelmente afetAdasvelmente a umidade adquirida foi
adsorvida nas microparticulas, causando a aglod®rabservada e afetando as enzimas

localizadas na superficie, enquanto as enzimasteodr foram mais preservadas.

Em conjunto, estes resultados destacam a impoat&@lecise observar a formulacao
guanto a concentracdo de adjuvantes em relacdocertoacdo de extrato enzimético para
que sejam obtidas as melhores condicdes de arnmeatw® transporte e manuseio do

produto.
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5.CONCLUSOES

O estudo sobre a utilizacéo de residuos agroindisspara producéo de peptidases e
lipases pelo fungoFusarium oxysporumem bioprocesso de fermentacdo semissolida
demonstrou maior producéo de enzimas no uso die fdeetrigo como meio de crescimento
do que no uso de farelo de algodédo ou a misturaddisssubstratos. Os picos de atividade
foram 228,88 U/mL para a atividade proteoliticald,48 U/mL para a atividade lipolitica,
ambos em 96 h. Os resultados permitem dizer quedugio enzimatica desejada pode ser

alcancada pela selecdo adequada do meio de culéisaapropriado.

A caracterizacdo das enzimas permitiu classificpe@tidase como serinopeptidase e
observou a inibicdo da lipase por todos os inilEd@studados. Ambas enzimas sao alcalinas,
com atividade 6tima entre o pH de 6,0 e 8,5 pagtigmse e no pH 8,5 para lipase. A
estabilidade enzimatica frente ao pH foi determanpdr exposicdo no periodo de 24 h e
demonstrou atividade residual minima de 88,03% pepdidase (pH 7,5 — 9,5) e de 60,27%
em pH 8,5. A temperatura 6tima proteolitica foifaiaa 55 a 75 °C, enquanto a lipolitica foi
de 40 °C. O perfil de estabilidade térmica da plagt indicou cerca de 70% de atividade
remanescente apos 60 minutos de incubacao a 4Cade 60% para lipase. Para ambas as
enzimas, observou-se modulacdo positiva da atieidezhte a maioria dos ions estudados,
com excecdo de Rlie Ci* para peptidase. O surfactante SDS promoveu foitvéciio das
duas enzimas. O Twe®0 também provocou inibicdo da lipase, enquanto TARC
promoveu uma superatividade, chegando a 155,99%arActerizacdo enzimatica permite
sugerir a aplicacdo industrial dessas enzimas et@rgdmtes enzimaticos com ou sem
surfactantes sintéticos, além da industria de ¢dndustria de papel, agroquimicos, sintese
de biopolimeros e biodisel.

Os resultados da microencapsulacao ey dryingdemonstraram que esta é uma
técnica importante para melhorar a manipulacddabididade das enzimas produzidas pelo
fungo Fusarium oxysporumcom conservacado de até 91,62% da atividade pititaoe
85,75% da atividade lipolitica apds 120 dias deaaenamentoAs microparticulas obtidas
apresentaram boas propriedades de fluxo e baixdadlei A temperatura do processo foi a
condicdo operacional mais importante para a egtati#, enquanto a quantidade de
adjuvantes em relacdo a quantidade de extrato atizominfluenciou nas condi¢bes de
manipulacdo. O estudo destacou que a selecado dasgteos de processo e formulagéo
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adequados pode fornecer as caracteristicas maijadas para o uso industrial das

microparticulas produzidas.

Com adaptacbes apropriadas, os resultados obtidssenestudo podem ser

extrapolados para outros experimentos com difesdnteos e enzimas.
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