Universidade Federal de Uberlandia
} Faculdade de Engenharia Quimica '

Programa de P6s-graduag¢do em Engenharia de Alimentos

MICROENCAPSULACAO DE CONIDIOS DE Trichoderma asperellum POR
SPRAY DRYING PARA PRODUCAO DE FUNGICIDA MICROBIOLOGICO

Alinne Brandao Andalécio Camargos Braga

Patos de Minas-MG

2019



Universidade Federal de Uberlandia
} Faculdade de Engenharia Quimica '

Programa de P6s-graduag¢do em Engenharia de Alimentos

MICROENCAPSULACAO DE CONIDIOS DE Trichoderma asperellum POR
SPRAY DRYING PARA PRODUCAO DE FUNGICIDA MICROBIOLOGICO

Alinne Brandao Andalécio Camargos Braga

Orientador: Dr. Eloizio Jilio Ribeiro (PPGEA-UFU)
Co-orientadora: Dra. Libia Diniz Santos (PPGEA-UFU)

Co-orientadora: Dra. Marta Fernanda Zotarelli (PPGEA-UFU)

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de
Uberlandia como parte dos requisitos
necessdrios para obten¢do do titulo de Mestre
em Engenharia de Alimentos.

Patos de Minas-MG

2019



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicac¢do (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

B813i
2019

Braga, Alinne Branddo Andalécio Camargos, 1991-

Microencapsulagdo de conidios de Trichoderma asperellum por
spray drying para produgdo de fungicida microbiolégico [recurso
eletrdnico] / Alinne Branddo Andalécio Camargos Braga. - 2019.

Orientador: Eloizio Julio Ribeiro.

Coorientadoras: Libia Diniz Santos e Marta Fernanda Zotarelli.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de Pds-Graduag@o em Engenharia de Alimentos.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://dx.doi.org/10.14393/ufu.di.2019.306

Inclui bibliografia.

Inclui ilustragdes.

1. Engenharia de alimentos. 2. Microencapsulag@o. 3. Trichoderma.
4. Fungos na agricultura. I. Ribeiro, Eloizio Jdlio, 1952- (Orient.). II.
Santos, Libia Diniz (Coorient.). III. Zotarelli, Marta Fernanda
(Coorient.). IV. Universidade Federal de Uberlandia. Programa de P6s-
Graduacdo em Engenharia de Alimentos. I'V. Titulo.

CDU: 664

Maria Salete de Freitas Pinheiro - CRB6/1262



ALINNE BRANDAO ANDALECIO CAMARGOS BRAGA

MICROENCAPSULACAO DE CONIDIOS DE TRICHODERMA ASPERELLUM POR
SPRAY DRYING PARA PRODUCAO DE FUNGICIDA MICROBIOLOGICO

Trabalho apresentado ao Programa de Pos-graduagao em
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de
Uberlandia Campus Patos de Minas, como requisito parcial
para obtengdo do titulo de mestre em Engenharia de

Alimentos.

Patos de Minas, {J / cy{g,?gm bowo! 3018

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr.: Eloizio Julio Ribeiro
(Orientador — Universidade Federal de Uberlandia - UFU)

Anfe.

Prof. Dr. /ﬂumb?f({) Molinar Henrique
{Membro 1 - Universidade Federal de Uberlandia - UFU)

@Mmm 5 Laxyard ffm(Ja_ck

Prof.® Dra.: Carmen S/ilvia Favaro Trindade

(Membro 2 — Universidade de Sao Paulo - USP)



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer com muito carinho todas as pessoas que fizeram parte dessa
jornada. Por ndo ser possivel citar todos os nomes, agradeco:

A Deus! Meu melhor amigo. Sinto muita gratiddo por tudo que recebi ao longo da
minha vida. Obrigada por todas as gracas!

Ao Programa de Pos-Graduacao em Engenharia de Alimentos da Universidade Federal
de Uberlandia-Campus Patos de Minas, pela oportunidade concedida.

Aos meus orientadores, Dr. Eloizio Julio Ribeiro, Dra. Libia Diniz Santos e Dra. Marta
Fernanda Zotarelli, agradeco pela confianga, pelos ensinamentos que me foram passados ao
longo desses anos, e por todas as oportunidades que colocaram em meu caminho. Em especial,
gostaria de agradecer as professoras Libia e Marta, que firmaram em mim o amor pela pesquisa
e que nunca mediram esforgos para me ajudar. Serei eternamente grata a vocés!

Aos demais professores dos cursos de Engenharia de Alimentos ¢ Engenharia Quimica
da Universidade Federal de Uberlandia, que em diversos momentos me motivaram para a
realizacdo deste projeto. Em especial gostaria de destacar as professoras Carla Zanella Guidini
e Milla Gabriela dos Santos, por despertarem em mim o interesse pela engenharia bioquimica
e pelos processos de microencapsulagao.

A todos os funcionarios do Laboratorio de Engenharia de Alimentos e demais
laboratorios da UFU, pelas contribuigdes experimentais e pela motivagdo. Em especial gostaria
de destacar: Betania, Stefania, Lais, Dayene, Marcos, Carla, Douglas e Renan.

Ao Laboratorio Multiusuario de Microscopia Eletronica de Varredura da Faculdade
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia e ao técnico Rafael Heilbuth pelas
analises de MEV.

Aos alunos de iniciagdo cientifica, Mariana e Cleiver, pela ajuda fornecida.

Aos membros das bancas de semindrio e qualificagdo de mestrado, professores Dr.
Ricardo Corréa de Santana, Dra. Milla Gabriela dos Santos e Dra. Liliane Maciel de Oliveira
pelas corregdes e contribuicdes ao trabalho.

Aos membros da banca de defesa da dissertagdo, pela atencdo e por se disporem a
avaliar este trabalho, em especial professora Dra. Carmen Silvia Favaro Trindade e Dr.
Humberto Molinar Henrique.

Aos colegas da primeira turma de mestrado em Engenharia de Alimentos da

Universidade Federal de Uberlandia — Campus Patos de Minas.



A todos os colegas e funciondrios do Laboratério Farroupilha-Lallemand: muito
obrigada a todos pelo auxilio nas andlises, companheirismo e amizade durante todos esses anos.
Em especial, gostaria de agradecer ao Leonardo, Alan e Morganna, que foram os meus
orientadores na empresa, a Joyce, Débora, Ronnie, Monique, lara, Rejanne, Sabrina, Sarah,
Cleiton, Diego, Vanderley, e tantos outros pelas diversas contribui¢cdes experimentais e
teoricas.

A CAPES ¢ ao CNPq pelo apoio financeiro.

Ao Rodrigo, meu amor, o anjo que Deus colocou em meu caminho, que esteve ao meu
lado desde o inicio, que me apoiou durante todas as dificuldades e também comemorou comigo
todas as conquistas ao longo dessa trajetdria, obrigada pelo coracdo enorme e cheio de amor,
obrigada por me apoiar e incentivar na busca desse objetivo.

A toda minha familia, em especial meus amados pais Rosimeire e Geraldo, pelos
ensinamentos ¢ exemplos de vida tdo valiosos, a disposicao e esforco de vocés sempre foram
minha motivacdo para fazer sempre o melhor de mim. Agradego também por todas as oragdes
da minha mae, pedindo que o Espirito Santo guiasse 0 meu caminho e por ter me incentivado
desde crianca pela busca ao conhecimento. Mae, obrigada por todos os exemplares da revista
Ciéncia Hoje das Criancas que me deu, que despertaram o meu amor pela pesquisa quando eu
ainda crianca pude fazer as minhas primeiras “experiéncias”. Aos meus irmaos Marcos e
Andressa pela admiracdo e incentivo, tdo importantes para minha formacdo pessoal e
profissional. Amo voces!

Dedico este trabalho a vocés.



“A mais urgente pergunta a ser feita nesta
vida €: - O que fiz hoje pelos outros?”

Martin Luther King Jr.

“O que sabemos ¢ uma gota, o que
ignoramos ¢ um oceano.”

Isaac Newton



RESUMO

O uso excessivo de agrotdxicos na agricultura para o controle de doengas de plantas
tem originado diversos problemas ambientais. Desta forma, métodos alternativos que visam
sustentabilidade ambiental tém sido propostos, entre os quais o controle bioldgico tem
apresentado destaque. Fungos do género Trichoderma spp. possuem as espécies mais utilizadas
para controle de fitopatdgenos no mundo, porém os produtos formulados apresentam reduzida
vida de prateleira e viabilidade do agente bioldgico durante o armazenamento e aplicagdo no
campo. Além disso, a integracdo de tratamentos quimicos e biologicos em sementes pode
acarretar danos aos microrganismos. Por isso, tem se buscado promover uma protecdo destes
agentes para aumentar sua viabilidade, por meio do uso de ténicas de microencapsulacao.
Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: caracterizar diferentes tipos de materiais
de parede (MP), tais como, sacarose, maltodextrina DE20, goma arabica, soro de leite e lactose,
e aplica-los no processo de microencapsulagdo mediante testes preliminares a fim de identificar
um agente encapsulante com potencial; Por meio de um planejamento composto central (PCC)
otimizar e validar o modelo estatistico obtido para representar o processo de microencapsulagao
dos conidios de Trichoderma asperellum por spray drying utilizando maltodextrina DE20 como
agente encapsulante; Caracterizar as microparticulas produzidas por testes de umidade,
atividade de 4gua, solubilidade em 4gua, higroscopicidade, conidios viaveis (CV), percentual
de sobrevivéncia dos conidios (SP), microscopia 6tica, microscopia eletronica de varredura
(MEV) e distribuicdo do tamanho de particulas; Avaliar a vida de prateleira dos conidios
microencapsulados por spray drying e aplica-los em sementes de soja tratadas quimicamente,
por fungicidas e inseticidas quimicos, € sem tratamento, com o intuito de averiguar a resisténcia
dos conidios aos produtos quimicos e ao armazenamento ao longo do tempo; Estudar a
estabilidade das microparticulas desidratadas através de isotermas de sor¢ao de umidade e
comparar os resultados com uma amostra controle e um produto comercial. Diante da avaliacdao
dos resultados, percebeu-se que a adi¢do dos materiais de parede propiciou aumento da
germinagdo e viabilidade dos conidios de Trichoderma asperellum em comparagdo com 0s
ensaios sem uso de material protetor, sendo que os melhores resultados de CV (%) e SP (%)
foram encontrados utilizando-se maltodextrina DE20, seguidos do soro de leite. Os valores
otimizados pelo PCC foram de 80°C para a temperatura de entrada do ar de secagem e 1:4,5
massa seca de conidios de Trichoderma asperellum/massa seca de maltodextrina DE20. Na
condi¢do de otimizacdo obteve-se experimentalmente rendimento de secagem de 63,85 +

0,86%, umidade de 4,92 + 0,07%, conidios viaveis de 87,10 £ 1,16% e percentual de



sobrevivéncia de 85,78 + 2,88%. Os conidios apresentaram alta viabilidade apos 150 dias de
armazenamento a 4°C, exibindo aproximadamente 2,17 x 10° CFU g'. A microencapsulagio
se mostrou eficiente para a integracao do tratamento biolégico com produtos quimicos em
sementes de soja. Os valores experimentais das isotermas dos conidios microencapuslados
demonstraram que as propriedades adsortivas do pd foram significativamente afetadas pela
presenca de maltodextrina DE20 na formulagdo do produto, uma vez que a amostra controle
obteve indices menores de adsor¢ao de umidade. As isotermas de sor¢ao de umidade do pé dos
conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados por spray drying foram bem ajustadas
pelo modelo de BET , enquanto o modelo de GAB ajustou-se melhor aos dados da amostra
controle ¢ PCT. Os resultados obtidos com este estudo apresentam-se promissores,
demostrando que os conidios microencapsulados podem ser uma alternativa para alcancar
maior vida de prateleira e compatibilidade com fungicidas e inseticidas quimicos durante o
armazenamento de sementes, almejando assim obter metodologias para a agricultura

sustentavel.

Palavras-chave: Materiais de parede, maltodextrina, controle bioldgico, fungos, vida de

prateleira.



ABSTRACT

The excessive use of agrochemicals in agriculture to control plant diseases has given
rise to several environmental problems. In this way, alternative methods that aim at
environmental sustainability have been proposed, among which biological control has been
highlighted. Fungi of the genus Trichoderma spp. have the most used species for phytopathogen
control in the world, but the formulated products present reduced shelf life and biological agent
viability during storage and field application. In addition, the integration of chemical and
biological treatments into seeds can lead to damage to microorganisms. Therefore, it has been
sought to promote a protection of these agents to increase their viability, through the use of
microencapsulation techniques. The objective of this work was to characterize different types
of wall materials, sucrose, maltodextrin DE20, Arabic gum, whey and lactose, and to apply
them in the microencapsulation process by means of preliminary tests in order to identify an
encapsulating agent with potential; By means of a central composite planning (PCC) to
optimize and validate the statistical model obtained to represent the microencapsulation process
of the conidia of Trichoderma asperellum by spray drying using maltodextrin DE20 as
encapsulating agent; Characterization of the microparticles produced by tests of moisture, water
activity, water solubility, hygroscopicity, viable conidia (CV), percentage of conidial survival
(SP), optical microscopy, scanning electron microscopy (SEM) and particle size distribution;
To evaluate the shelf life of microencapsulated conidia by spray drying and to apply them to
chemically treated soybean seeds by chemical and untreated fungicides and insecticides in order
to ascertain conidia resistance to chemicals and storage over time. In the evaluation of the
results, it was noticed that the addition of the wall materials allowed an increase in the
germination and viability of the conidia of Trichoderma asperellum in comparison with the
tests without the use of protective wall material, being that the best results of CV (%) and SP
(%) were found using maltodextrin DE20, followed by whey. To study the stability of
dehydrated microparticles through moisture sorption isotherms. The values optimized by PCC
were 80°C for the drying air intake temperature and 1:4.5 dry mass of Trichoderma asperellum
conidia/dry mass of maltodextrin DE20. Under the optimized conditions it was obtained
experimentally drying yield of 63.85 + 0.86%, moisture of 4.92 + 0.07%, viable conidia of
87.10 + 1.16% and survival percentage of 85.78 + 2.88%. The conidia showed high viability
after 150 days of storage at 4 °C, exhibiting approximately 2,17x10° CFUg!
Microencapsulation proved to be efficient for the integration of biological treatment with

chemical products in soybean seeds. The results obtained with this study are promising,



demonstrating that the conidia of Trichoderma asperellum microencapsulated can be an
alternative to reach longer shelf life and chemical compatibility during the storage of seeds,
aiming to obtain methodologies for sustainable agriculture. Experimental values of the
isotherms microencapsulated conidia demonstrated that the adsorptive properties of the powder
were significantly affected by the presence of maltodextrin DE20 in the product formulation,
since the control sample obtained lower moisture adsorption indices. The moisture sorption
isotherms of the conidia of Trichoderma asperellum microencapsulated by spray drying were
well adjusted by the BET model (R? of 0.989) and characterized as type I1I, while the control
and PCT samples were better adjusted by the model of GAB (R? of 0.927 and 0.947).

Keywords: Wall materials, maltodextrin, biological control, fungi, shelf life.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

MICROENCAPSULACAO DE CONIDIOS DE Trichoderma asperellum POR SPRAY
DRYING PARA A PRODUCAO DE FUNGICIDA MICROBIOLOGICO

Por qué?

e Estratégia para a formulagdo de fungicidas para controle bioldgico, com o objetivo
de gerar sustentabilidade pela redugao do uso de inseticidas e fungicidas quimicos na
agricultura.

e Aumentar a estabilidade dos fungicidas microbioldgicos durante o processo de

secagem ¢ ao longo do tempo e protegé-los das condigdes do ambiente.

Quem ja fez?
e Haé poucos trabalhos na literatura sobre a microencapuslacdo dos conidios do género
Trichoderma spp. por spray drying, ndo havendo publicacao de artigo cientifico sobre
a microencpsulagdo dos conidios da espécie Trichoderma asperellum.
e Ha trabalhos com outros microrganismos (Lactobacillus casei, Lactobacillus

acidophilus, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Bifidocacterium lactis, etc.).

Hipoteses
o E possivel desidratar as suspensdes de conidios de Trichoderma asperellum de forma

eficiente e superior a outros métodos industriais de secagem.

e A adigdo de materiais de parede na suspensao de conidios de Trichoderma asperellum
fornece uma barreira fisica ao calor durante o processo de secagem, possibilitando
maior sobrevivéncia dos conidios.

e E possivel aumentar a vida de prateleira e proteger os conidios de agentes do
ambiente, como luz, umidade, oxigénio e produtos quimicos, utilizando a técnica de

microencapsulacdo por spray drying.

Metodologia experimental

e Microencapsulacao dos conidios de Trichoderma asperellum por spray drying.




e Estudo e determinagdo das varidveis operacionais significativas no processo.

e Uso de diferentes materiais de parede e concentragdes.

e Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dos conidios antes e
apods o processo de microencapsulagdo por spray drying.

e Avaliacdo da vida de prateleira das microparticulas produzidas.

Respostas

¢ Quantidade de conidios viaveis;

e Percentual de sobrevivéncia dos conidios;

e Umidade, higroscopicidade, atividade de &agua e solubilidade em 4gua das
microparticulas;

e Variaveis significativas;

e Condig¢des viaveis de estudo;

e Equagdo do modelo;

e Otimizagao do processo;

e Validacao do modelo estatistico;

e Microscopia eletronica de varredura;

e Distribuicdo do tamanho de particulas;

e Vida de prateleira;

e Viabilidade dos conidios apds tratamento de sementes;

e Isotermas de sor¢ao de umidade.
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INTRODUCAO

A protecao de plantas contra doengas por meio da aplicacdo de inseticidas e fungicidas
quimicos apresenta vantagens, como simplicidade de aplicacdo, necessidade de pouco
entendimento dos processos do agrossistema e longa vida de prateleira dos produtos. Devido a
tais conveniéncias a comercializa¢ao dos produtos quimicos ¢ facilitada, estes que quando nao
utilizados de forma correta agem interferindo no desequilibrio do ecossistema (CARVALHO,
2006; AKTAR et al., 2009; POPP et al., 2013).

Entretanto, atualmente a populacao mundial estd cada vez mais preocupada com o
meio ambiente e com a pureza dos alimentos. Desta forma, métodos alternativos que visam
sustentabilidade ambiental tém sido propostos na agricultura em substitui¢do ou associacao ao
emprego de produtos quimicos para o controle de doengas em plantagdes de alimentos, entre os
quais o controle biologico tem apresentado destaque (HAWKINS et al., 1993; GURR,
WRATTEN, 2000; CARVALHO, 2006).

Trichoderma spp. compreende fungos de reproducdo assexuada e que apresentam
potencial para promog¢do de crescimento vegetal (JALALI et al., 2017). Possuem as espécies
mais utilizadas para controle de fitopatégenos (MONTE, 2001). O potencial das espécies como
agentes de controle bioldgico de doengas em plantas foi reconhecido em meados de 1930
(WEINDLING, 1932), sendo que diversos autores relataram nos anos subsequentes sua
utilizagdo, fato que propiciou o inicio da producdo comercial de varias espécies de
Trichoderma.

Como desvantagem, os produtos formulados com 7richoderma apresentam reduzida
vida de prateleira e baixa viabilidade do agente biologico durante o armazenamento e aplicagao
no campo. Devido a este fato, a microencapsulagdo torna-se uma ferramenta importante de
estudo para prolongar a vida util do produto, controlando sua liberagdo e protegendo-o de
agentes externos.

A microencapsulacao consiste em um processo no qual se pode fornecer uma barreira
fisica entre os conidios do Trichoderma asperellum e os outros componentes do produto ou do
meio externo, tais como umidade, oxigénio e calor. A microencapsulagdo de agentes bioldgicos
tem sido apontada como uma alternativa valiosa para produzir bioformulacdes eficazes na
agricultura, que garantam principalmente maior vida de prateleira e estabilidade dos produtos.
Segundo Dziezak (1988) a técnica de microencapsulacio por atomizagdo vem sendo utilizada

desde 1860. E além de ser a mais comum ¢ também a de menor custo e a mais consolidada.
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Apesar do seu uso consolidado, estudos da microencapsulacdo de 7richoderma spp. por spray

drying sdo escassos, nenhum artigo cientifico a respeito da espécie do fungo Trichoderma

asperellum esta disponivel, sendo portanto importante e necessario conhecer a viabilidade do

fungo durante o processo.

Sendo assim, o objetivo geral deste trabalho foi estudar o processo de

microencapsulacdo de conidios de Trichoderma asperellum por spray drying.

Para um melhor entendimento deste estudo os resultados foram divididos em quatro

capitulos de resultados. Sendo os objetivos especificos do Capitulo 2:

Estudar as condi¢des operacionais do spray dryer utilizando sacarose como material de
parede, e também avaliar variacdes na concentragdo do mesmo, com o objetivo de
identificar as variaveis e regides viaveis para a realiza¢do dos proximos ensaios.

Os objetivos especificos do Capitulo 3 foram:
Estudar a temperatura de letalidade dos conidios de Trichoderma asperellum durante o
processo de spray drying sem adi¢ao de material de parede;
Caracterizar diferentes materiais de parede e avaliar o potencial de aplicacdo desses
agentes na microencapsulacdo dos conidios de Trichoderma asperellum por spray
drying.

Os objetivos especificos do Capitulo 4 foram:
Utilizando o Planejamento Composto Central otimizar e validar o modelo estatistico
obtido para representar o processo de microencapsulagdo dos conidios de Trichoderma
asperellum por spray drying utilizando maltodextrina DE20 como agente encapsulante;
Caracterizar as microparticulas produzidas por testes de umidade, atividade de agua,
solubilidade em agua, higroscopicidade, conidios vidveis, percentual de sobrevivéncia,
microscopia otica, microscopia eletronica de varredura e distribuicdo do tamanho de
particulas.

Os objetivos especificos do Capitulo 5 foram:
Avaliar a vida de prateleira dos conidios microencapsulados por spray drying,
utilizando a amostra do teste de validacao (Capitulo 4);
Avaliar o comportamento das isotermas de sor¢cdo de umidade dos conidios de
Trichoderma asperellum microencapsulados, utilizando a amostra do teste de validag¢do
(Capitulo 4) e comparar os resultados com uma amostra controle e um produto

comercial;
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Avaliar o uso dos conidios microencapsulados no tratamento de sementes de soja
tratadas quimicamente e sem tratamento, com o intuito de averiguar a resisténcia dos
conidios aos produtos quimicos e ao armazenamento ao longo do tempo, utilizando a

amostra do teste de validagdo (Capitulo 4).
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Producio de alimentos e uso de agrotoxicos na agricultura

A populagdo mundial cresceu de 2,5 bilhdes em 1950 (Carvalho, 2006) para 7,6
bilhdes no ano de 2017 (ONU, 2017). E de acordo com estimativas da Organizagdo das Nagoes
Unidas (ONU) em 2050 a populacao sera de 9,1 bilhdes (ONU, 2017).

O aumento acelerado da populacdo pode causar problemas como a fome e a falta de
alimentos saudaveis para o consumo. Nas ultimas décadas foram feitos diversos estudos para
melhorar as condi¢des nutricionais e de seguranca alimentar das populacdes (OERKE et al.,
1994), no entanto dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO) (FAO, 2005) mostram que tal progresso varia de acordo com o desenvolvimento do pais,
e as causas podem ser explicadas devido a conflitos regionais, problemas politicos, escassez
de 4gua, dentre outros. O potencial de producdo das culturas ¢ frequentemente associado
também a fatores como manejo melhorado de dgua e solo, fertilizagdo e controle de pragas e
doengas nas plantas (ORKE et al., 1994; POPP et al., 2013).

O uso excessivo de agrotoxicos na agricultura para o controle de doengas de plantas
tem originado diversos problemas, tanto para o meio ambiente como para os seres humanos. A
contaminagdo de alimentos, solo e dgua sdo um dos principais motivos que podem ser
destacados (CARVALHO, 2006; POPP et al., 2013). A grande utilizacdo destes materiais esta
associada a sua simplicidade de aplicacdo, vida de prateleira prolongada e alta eficiéncia no
combate de agentes causadores de doencas em plantas (CARVALHO, 2006; AKTAR et al.,
2009; POPP et al., 2013).

Nas ultimas décadas a sociedade mundial passou a ter grande preocupagdo com 0s
impactos causados pelo uso dos agrotéxicos no meio ambiente e pela contaminag¢do de
alimentos. Tal fato fez com que no cenario agronomico se desenvolvesse novos mecanismos de
acao e se iniciasse novos mercados. Assim, o plantio de alimentos sem agrotoxicos, € o conceito
dos alimentos organicos comecaram a ser mais difundidos, bem como a implantagdo de selos
de garantia, indicando que o uso do agrotoxico tinha sido feito, porém de forma adequada.
Dentre esses métodos, o controle bioldgico tem sido muito discutido atualmente como medida

para reduzir o uso de agrotdxicos (POPP et al., 2013).
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1.2 Controle bioldogico de doencas de plantas

Me¢étodos alternativos tém sido propostos na agricultura em substituicdo ou associagao
ao emprego de produtos quimicos para o controle de pragas em plantacdes de alimentos, entre
0s quais o controle biologico tem apresentado proeminéncia (BARKER, 2003; WARD et al.,
2012).

O controle biologico ¢ uma necessidade urgente. A utilizacdo de biopesticidas causa
importantes beneficios a sociedade comparados com pesticidas quimicos (WAAGE, 1997;
POPP et al, 2013).

Muitos estudos ja foram apresentados sobre os principios, vantagens e desvantagens
do controle biologico (HOKKANE, 1985; WAAGE, 1997; GURR & WRATTEN, 2000; POPP
et al., 2013; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013; CARVALHO et al, 2014; MA et al.,
2015; BAE et al., 2016; SAWANT et al., 2017). Segundo Gurr ¢ Wratten (2000) o controle
bioldgico de ervas daninhas e doencas em plantas ¢ ndo poluente e economicamente viavel
quando executado de forma correta.

Monteiro (2013) e Pearson & Callaway (2003) destacam que o fato do controle
biologico poder ser associado a outros métodos de controle e ndo deixar residuos nos alimentos
¢ sem davidas uma das maiores vantagens do método, constituindo-se assim uma importante
alternativa para atender o mercado de produtos e alimentos livres de residuos de produtos
quimicos.

Uma das principais limitagdes do uso do controle biologico € a demora para suprimir
as pragas presentes nas lavouras em comparagdo com os fungicidas e inseticidas quimicos,
sendo que os organismos parasitados podem sobreviver por varios dias, enquanto que os
fungicidas e inseticidas quimicos tém uma agado rapida, e apresentam um nivel confidvel e alto
de mortalidade quando nao ha resisténcia dos microrganismos (BALE et al., 2008). Além disso,
a vida de prateleira dos produtos biologicos € inferior aos quimicos, fato que pode dificultar a
comercializacdo destes (SRIRAM et al., 2011; JIN, CUSTIS, 2011; MUNOZ-CELAYA et al.,
2012; LOCATELLI et al., 2018).

Segundo Benitezet et al. (2004) a combinacdo de controle bioldgico com niveis
reduzidos de fungicida, também conhecido como controle integrado, promove maior redugao
das doengas, em compara¢do com o controle feito apenas com fungicida. Os biopesticidas tém
como vantagem também um menor tempo para desenvolvimento e registro em Orgaos

especificos, como o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Instituto
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Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),em média de 3 a 6 anos, enquanto que o periodo
para desenvolver e registrar um pesticida sintético ¢ em média de 10 anos (REBECA, 2007).

Atualmente, alguns dos principais fabricantes de pesticidas do mundo estao investindo
em produg¢do de biopesticidas. Esta popularizacdo e reconhecimento ¢ em grande parte devido
a exigéncia de grandes compradores de alimentos que solicitam que os fornecedores fagam uso
de praticas sustentaveis de producao (POPP et al., 2013).

Dentre as principais espécies de microrganismos que se destacam como biofungicidas
tém-se: Bacillus spp. (CHEN et al, 2016; CHINHEYA, YOBO, LAING, 2017;
MALAIKOZHUNDAN, VINODHINI, 2018), Trichoderma spp. (BAEK, HOWELL,
KENERLEY, 1999; CARVALHO et al, 2014; BAE et al, 2016), Azospirillum spp.
(GUERRERO-MOLINA, WINIK, PEDRAZA, 2012; HUNGRIA, NOGUEIRA, ARAUIJO,
2016; SANTOS et al., 2017), Metarhizium spp. (WASSERMANN et al., 2016; ALKHAIBARI
etal., 2018 ; VIVIEN KRELL et al., 2018), Beauveria spp. (POIDATZ, PLANTEY, THIERY,
2018; BARTA, 2018; YUAN et al., 2018) e Lecanicillium (GHAFFARI et al.,2017 ; KUMAR
etal., 2018 ; KEPPANAN et al., 2018).

1.3 Trichoderma asperellum

Trichoderma spp., compreende fungos de reproducdo assexuada. Sdo encontrados
normalmente em solos de regides de clima tropical e temperado (MACHADO et al., 2012).
Apresentam potencial para promogio de crescimento vegetal (ORTEGA-GARCIA et al., 2015;
JALALI et al., 2017; ZHAO et al., 2017) e possuem as espécies mais utilizadas para controle
de fitopatogenos (GAJERA et al., 2016; EL-DEBAIKY et al., 2017; SHARMA et al., 2017;
HIRPARA et al., 2017), fato que pode ser explicado por serem encontrados em uma grande
variedade de ambientes, apresentarem facilidade de cultivo e rapido desenvolvimento em
diversos substratos (PAPAVIZAS et al., 1982; MENDOZA-MENDOZA et al., 2018). Segundo
Monte (2001) o bom desempenho das espécies de Trichoderma no controle bioldgico também
estd ligado a sua capacidade reprodutiva, possibilidade de modificar a rizosfera e poder se
adaptar em ambientes com condic¢des variadas.

As coldnias de Trichoderma spp. costumam crescer rapidamente em meio de cultura,
apresentando inicialmente coloragao bege clara, com o passar dos dias sdo formados flocos e a
cor verde, a qual € caracteristica das colOnias, torna-se predominante. Os varios tons de verde

normalmente variam de acordo com a pigmentagao e a quantidade de conidios produzidos. O
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micélio ¢ formado por hifas hialinas com ramificagdes e parede lisa. A maioria das espécies
apresentam clamidosporos em meio as hifas ou em posi¢do terminal. O lado reverso das
colonias ¢ muitas vezes incolor ou amarelado (HOWELL, 2003). Na Figura 1.1 a) sdo
apresentados os conidios de Trichoderma asperellum e em b) as hifas hialinas apos a

germinacao dos condios.

Figura 1.1. Microscopia oOptica dos conidios de Trichoderma asperellum antes (a) e apos
germinagdo (b).
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Fonte: Autoria propria.

O potencial das espécies de Trichoderma como agentes de controle bioldgico de
doencas em plantas foi reconhecido em meados de 1930 (WEINDLING, 1932), diversos
autores relataram nos anos subsequentes sua utilizacdo (CHET, 1987; BAEK, HOWELL,
KENERLEY, 1999; JIN, HARMAN, TAYLOR, 1991; HOWELL, 2003 CARVALHO et al.,
2014; BAE et al., 2016, SAWANT, 2017 ; Cologna et al., 2018.).Trichoderma asperellum &
uma espécie de fungo do género Trichoderma. Esta espécie possui como alvos bioldgicos
principais o Fusarium spp. (LI et al., 2017), Rhizoctonia solani (TRILLAS et al., 2006;
FRANCA et al., 2015), Sclerotinia sclerotiorum (MORANDI et al., 2009; VINODKUMAR et
al., 2017) e Phytophthora ramorum (WIDMER et al., 2018).

De acordo com Machado et al. (2012) algumas linhagens de Trichoderma spp.
apresentam diferentes agdes, como parasitismo, antibiose e competi¢do, agindo também como
indutores de resisténcia das plantas contra doengas. Segundo Chet e Hadar (1997) a vantagem
de utilizar Trichoderma para controlar microrganismos € a coordenacdo de varios mecanismos
ao mesmo tempo, sendo a competicdo de nutrientes um dos mais importantes, uma vez que a
maior parte dos microrganismos sdo sensiveis a falta de nutricdo e fungos do género
Trichoderma tém grande facilidade para mobilizar e absorver nutrientes do solo em comparagado

com outros microrganismos. Os mecanismos de antagonismo mais utilizados pelos
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Trichoderma spp. sdo produgdo de antibioticos difusiveis e/ou volateis, micoparasitismo,
enzimas hidroliticas como a quitinase e competi¢ao por espagos e nutrientes (SCHIRMBOCK
et al., 1994; KUBICEK et al., 2001). Registros toxicoldgicos demonstram que o fungo
Trichoderma asperellum nao ¢ toxico, infeccioso ou patogénico aos mamiferos (BARSOUM
et al., 2010). Um importante produto do metabolismo secundario deste fungo sao os peptaibdis,
que representam um grupo de peptideos antibidticos caracterizado pela presenca de
aminoacidos nao-proteinogénicos tais como a o-aminoisobutirato (Aib), bem como por
modificagdes N-terminais e aminodcidos na regido C-terminal (BRITO et al., 2014). Alguns
estudos tém indicado a melhoria da satde e crescimento das plantas com a presenga de

peptaibois (HOITINK et al., 2006).

1.3.1 Formulac¢io de produtos a base Trichoderma para Biocontrole

Os Trichodermas spp. produzem trés tipos de propagulos que podem ser utilizados nas
formulagdes de biofungicidas: hifas, clamidosporos e conidios. Os conidios e clamiddsporos
podem suportar condi¢cdes ambientais varidveis, por isso sdo os mais utilizados (PAPAVIZAS,
1985). Além disso, as hifas apresentam baixa resisténcia a desidratacdo, processo importante
para prolongar a vida de prateleira dos produtos (JIN, HAYES & TAYLOR, 1991).

O uso do fungo Trichoderma para o controle de doencas de plantas proporciona
sustentabilidade ambiental e da agricultura (CUMAGUN, 2012). Segundo Harman et al. (1991)
o desenvolvimento de produtos para o controle bioldgico depende da identificagdo de um agente
promissor de biocontrole e da producao de propagulos com alta viabilidade de agdo. Além disso,
a produgdo deve ser econdmica, ser preservada contra contaminagao, ter baixa disponibilidade
de dgua e longa vida de prateleira. Portanto, a producdo e formulacdo do produto a base de
Trichoderma devem ser feitas de forma a garantir a estabilidade do produto ao longo do tempo,
desde a produgio até a sua aplicagdo (HARMAN, 1991; HOWELL, 2003). E sabido que nem
sempre € possivel que um produto apresente todas essas caracteristicas desejaveis, todavia se
este fosse alcancado seria considerado um produto ideal (HARMAN, 1991).

Existem dois tipos de formulagdo para os bioprodutos a base de Trichoderma, em
forma s6lida e em forma liquida (WHIPPS, 1997) e ambas precisam adquirir maior estabilidade
ao longo do tempo (JIN et al., 1991). Dentre as técnicas de secagem de microrganismos a
atomizacdo ¢ uma das mais utilizadas, por apresentar desidratacdo eficiente e baixo custo

comparado a outros métodos (MORGAN et al., 2006; HERNANDEZ-RODRIGUEZ, 2013).
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Um dos problemas associados aos produtos formulados com Trichoderma, liquidos e
solidos, ¢ a baixa viabilidade do agente bioldgico durante o armazenamento e aplicagdo no
campo, uma vez que sao microrganismos vivos e fatores climaticos afetam sua sobrevivéncia.
Devido a este fato, a microencapsulacdo vem sendo estudada para prolongar a vida qtil,
controlar a liberagdo do microrganismo e protegé-lo de agentes do ambiente, e dessa forma

melhorar seu desempenho (JOHN et al., 2011; JIN, CUSTIS, 2011).

1.4  Microencapsulacgio

A microencapsulagdo consiste em um processo que pode fornecer uma barreira fisica
entre 0 composto do niicleo ¢ os outros componentes do produto ou do meio externo. E uma
técnica em que goticulas liquidas, particulas so6lidas ou compostos de gas sdo presos em filmes
finos, que podem apresentar uma matriz homogénea ou heterogénea (GHARSALLAOUI et al.,
2007). O nucleo e o material de parede podem ser compostos de apenas um ou varios
ingredientes e a retengcdo desses nucleos ¢ determinada por sua funcionalidade quimica,
solubilidade, polaridade e volatilidade (SHAHIDI, HAN, 1993; ; FAVARO-TRINDADE,
2008). Ixtaina et al. (2015) destacam que um dos objetivos da microencapsulacao ¢ isolar a
substancia de interesse, protegendo-a de certas condi¢des do ambiente, dessa forma adquirindo
o aumento de vida til do produto.

Compostos aromaticos (MATOS et al., 2018; ARSHAD, ALI, HASNAIN, 2018),
pigmentos (COMUNIAN, 2011; JANISZEWSKA-TURAK, 2017), 6leos (SANTOS et al.,
2015; BRAGA, 2015), enzimas (ANJANI, KAILASAPATHY, PHILLIPS, 2007),
microrganismos probioticos (ARSLAN-TONTUL, ERBAS, 2017; SHORI, 2017), dentre
outros, sao exemplos de alguns produtos em que a microencapsula¢do foi empregada com o
objetivo principal de preservacao.

Dentre os objetivos e beneficios da microencapsulagdo de microrganismos pode-se
destacar: barreira contra umidade e oxigénio; redug¢do da higroscopicidade do material do
nucleo; em condi¢gdes determinadas tem-se liberagdo controlada e gradativa dos produtos de
recheio; facilidade de manuseio e estocagem dos produtos; transforma¢do de um composto
liquido em po; protecao das células durante o processo de secagem; prote¢dao contra agentes
quimicos (DESAIL PARK, 2005).

Os métodos utilizados para microencapsulagdo podem ser divididos em métodos
fisicos, métodos fisico-quimicos e métodos quimicos (JACKSON & LEE, 1991; Desai & Park,

2005), sendo a microencapsulagdo por spray drying um método fisico, assim como spray
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chilling, leito fluidizado, dentre outros (JACKSON, LEE, 1991; DESAI, PARK, 2005;
FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

O uso da microencapsulacao tem sido reportado para materiais em geral. Porém, a
microencapsulagdao de células microbianas ¢ uma técnica recente, que visa proteger micro-
organismos que serdo submetidos a um processo subsequente, cujas condigdes operacionais
podem causar sua morte, como a secagem, por exemplo. Por isso, ¢ um método que tem atraido
a atencao de muitos pesquisadores e empresas.

Mortazavian et al. (2007) revisaram, por meio de um estudo bibliografico, principios
e métodos de microencapsulagdo para células, em especial células probidticas, e os autores
destacaram que este método ¢ altamente eficiente para aumentar a vida de prateleira dos
produtos e ajudar que os microrganismos probioticos cheguem vidveis ao intestino. Chang
(1992) estudou e aplicou conceitos da engenharia genética para produzir células artificiais para
microencapsular Pseudomonas (ATCC 23328). Para aplicacdo em biocontrole Hernandez-
Rodriguez et al. (2013) microencapsulou Bacillus thuringiensis, ¢ MA et al. (2015)
microencapsulou Bacillus subtilis (B99-2). O género Trichoderma spp foi investigado por Jin
& Custis (2011) e Munioz-Celaya et al. (2012). Todos estes autores citaram diversos beneficios
da aplicagdo da microencapsulagdo nos processos investigados, com destaque especial para a

vida de prateleira dos produtos.

1.4.1 Microencapsulacio de agentes bioldgicos

Segundo Muiioz-Celaya et al. (2012) a microencapsulacao de agentes bioldgicos ¢
uma alternativa valiosa para produzir formulagdes eficazes no tratamento de sementes. De
acordo com Pedreschi e Aguilera (1997) formulacdes fungicas desidratadas sdo muito
vantajosas, pois além de sua longa estabilidade, podem facilitar o manuseio e armazenamento
a temperatura ambiente. O processo de secagem evita a deterioragdo por contaminagao
microbiana e induz a dorméncia dos conidios, fato que favorece o desenvolvimento da
formulag@o dos produtos, além de prolongar a vida de prateleira destes.

Cypriano (2015) realizou o encapsulamento de conidios de Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) sorokin formulado com 6leo de Nim, visando o controle larval de Aedes aegypti.
Larvas de 4. aegypti foram expostas as capsulas e ap0s as avaliagdes, foi concluido que o fungo
encapsulado com 6leo de Nim a 10% reduziu significativamente as taxas de sobrevivéncia de
larvas de A. aegypti em condi¢des de semicampo, apresentando apenas 8,33% de sobrevivéncia

apos sete dias de avaliagdo.
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Ching-Piao e Shan-Da (2009) microencapsularam conidios de Beauveria bassiana por
spray drying utilizando diferentes polimeros, incluindo hidroxipropilmetilcelulose, quitosana,
dextrina, leite desnatado e polivinilpirrolidona. Apdés 6 meses de armazenamento a 4°C os
conidios exibiram 80% de viabilidade, utilizando uma matriz de revestimento composta por
10% de dextrina, 10% de leite desnatado e 5% de polivinilpirrolidona.

Jin e Custis (2011) utilizaram sacarose, melago e glicerol como agentes de
encapsulamento de Trichoderma harzianum, enquanto Munoz-Celaya et al. (2012) utilizaram
maltodextrina e goma arabica. Ambos os estudos revelaram que a microencapsulagao por spray
drying foi eficiente para garantir uma melhor viabilidade dos conidios comparando-se com o0s

conidios ndo encapsulados, sendo encontrados percentuais de sobrevivéncia acima de 80%.

1.4.2 Tratamento de sementes (TS)

O tratamento de sementes (TS) ¢ utilizado principalmente para protecdo da semente
no campo, podendo ser utilizado também para favorecer seu armazenamento e transporte.
Muitas tecnologias vém sendo investigadas a fim de melhorar os processos existentes e criar
novos ingredientes que melhorem a protegdo das sementes. A escolha do produto ¢ muitas vezes
baseada na seguranga ambiental e toxicoldgica do mesmo, assim como no seu custo e eficacia

contra pragas e vetores que possam interferir no processo (JULIATTI, 2010).

1.4.3 Microencapsulagio por spray drying

A secagem por spray drying ou atomizagdo ¢ uma operacao unitaria pela qual um
produto liquido, solu¢do, emulsdo ou suspensdo ¢ atomizado em uma corrente de gas quente e
instantaneamente se obtém um pd do material alimentado ao secador, com cerca de 2% a 5%
de umidade em base umida (MASTERS, 1997; GHARSALLAOQOUI, 2007). O gas mais utilizado
neste processo de secagem ¢ o ar. O p6 obtido pela atomizagdo ¢ geralmente muito fino (10-50
um), mas também pode apresentar particulas de tamanhos maiores (2-3 mm), dependendo das
condigdes operacionais do equipamento e do material alimentado ao secador
(GHARSALLAOUI, 2007).

O processo de spray drying pode ser resumido em quatro etapas, sendo elas:
preparagdo e homogenizacao da solugdo de alimentacdo, atomizagdo do liquido na camera do
secador, desidratacao da amostra por meio do contato com o ar de secagem, separagao e coleta

das particulas solidas (DZIEZAK, 1988; CAL, SOLLOHUB, 2010).
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A retirada da 4gua das solugdes, também conhecido como processo de desidratagdo ¢
realizado normalmente de forma continua no spray dryer, ou seja, o liquido é bombeado até o
bico atomizador que fica inserido dentro da camera de secagem. Na camera de secagem o
liquido entra em contato com o ar aquecido, o fluxo de ar pode ser contracorrente, concorrente
ou misto, em relacdo ao fluxo do liquido, isto depende da marca e modelo do equipamento
(DZIEZAK, 1988; FAVARO-TRINDADE, 2008; CAL, SOLLOHUB, 2010).

A evaporacao de agua da goticula inicia-se devido ao gradiente de temperatura
existente dentro da camera de secagem, onde o ar quente transfere calor para as goticulas do
liquido. Esta transferéncia de calor causa o aumento de temperatura das goticulas, e inicia-se o
processo de evaporagao de dgua. O processo de secagem ¢ dito finalizado quando a temperatura
da goticula se iguala a temperatura do ar de secagem (GHARSALLAOUI, 2007).

O material seco no spray dryer € separado do ar por um ciclone. O material resultante
¢ um po6 fino e desidratado, normalmente com baixa umidade e atividade de agua (DZIEZAK,
1988; FAVARO-TRINDADE, 2008; CAL, SOLLOHUB, 2010). Com a redu¢dao de umidade e
atividade de agua, consegue-se maior estabilidade do produto ao longo do tempo, diminui-se o
volume de material, facilitando o armazenamento, e reduz-se o risco de contaminacao
microbioldgica e degradagdes quimicas (GHARSALLAOUI, 2007).

A Figura 1.2 apresenta um diagrama esquematico da configuracao de um spray dryer.

Figura 1. 2 Diagrama esquematico da configuragao de um spray dryer.
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Fonte: Labmaq do Brasil Ltda (2003).
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Segundo Furuta (1994) a qualidade do material resultante apos a atomizacao depende
de varidveis do atomizador, tais como temperatura de entrada e saida do ar de secagem,
velocidade e vazao do ar de secagem e da alimentacao da amostra ao secador.

Segundo Dziezak (1988) a técnica de microencapsula¢ao por atomizagdo em spray
dryer vem sendo utilizada desde 1860. Além de ser a técnica mais comum ¢ também a de menor
custo (GHARSALLAOUI, 2007) e tem a vantagem de poder associar diferentes materiais de
parede no processo (IXTAINA et al., 2015). Na Figura 1.3 estao apresentados os fatores que

podem influenciar nas caracteristicas do pd e na produtividade da secagem por spray drying.

Figura 1. 3. Fatores que afetam a secagem por spray drying.
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Fonte: Labmaq do Brasil Ltda (2003).

Quando se trabalha com o processo de microencapsulagdo por spray drying a escolha
do material de parede e as condigdes operacionais do spray dryer devem ser bem avaliadas,
visto que tais fatores afetam a eficiéncia do processo (LIU et al., 2001). Das condigdes
operacionais, o principal fator a ser investigado ¢ a temperatura, tanto da alimentacdo do ar de
secagem, quanto da amostra alimentada ao secador e da temperatura de saida do ar (LIU et al.,
2001; ZBICINSKI et al., 2002), sendo a temperatura do ar de secagem a mais estudada, uma
vez que esta pode degradar o material a ser encapsulado (GHARSALLAOUI, 2007).

1.5 Materiais de parede

O material de parede, agente encapsulante, ou agente carreador, como também pode
ser chamado, ¢ o composto responsavel por realizar a retencdo do material do ntcleo no

processo de microencapsulacao (SHAHIDI & HAN, 1993; FAVARO-TRINDADE, 2008).
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A escolha do material de parede deve ser feita baseada nas propriedades fisicas e
quimicas do material, de seu custo, e de acordo com o processo de obten¢do das microparticulas
e de aplicacao do produto futuramente (SUAVE et al., 2006). Para Porte et al. (2011) a escolha
do material de parede € critica, pois influenciarad na estabilidade da solu¢ao/emulsao antes do
processo de secagem e depois do processo, no material em pd. Além disto, as propriedades
fisicas e quimicas do mesmo podem produzir materiais de diferentes caracteristicas, como:
tamanhos de particula, morfologia, estrutura, permeabilidade, solubilidade em agua,
higroscopicidade, atividade de dgua, umidade, cor, entre outros (SUAVE et al., 2006).

De acordo com alguns autores (SUAVE et al., 2006; GHARSALLAOUI, 2007;
FAVARO-TRINDADE, 2008) um material de parede ideal deve apresentar atributos como:
baixa viscosidade em altas concentragdes, facil manipulacdo, baixa higroscopicidade,
proporcionar maxima prote¢do ao material do nicleo durante a secagem, solubilidade em
solugoes utilizadas no processo, manter a estabilidade do meio ativo durante o armazenamento,
liberar o material microencapsulado sob condigdes favoraveis, baixo custo e facilidade de
obteng¢do. Outra caracteristica importante dos materiais de parede, principalmente para o uso
em produtos bioldgicos, ¢ que sejam atoxicos e que nao possibilitem reatividade com o material
a ser encapsulado.

Diversos materiais t€ém sido reportados como materiais de parede no processo de
microencapsulagcdo, podendo destacar: carboidratos, celuloses, gomas, proteinas (SHAHIDI,
HAN, 1993) e lipidios (SUAVE et al., 2006). Além do material de parede, outros materiais
podem também ser utilizados como aditivos para melhorar o rendimento na secagem pela
diminui¢do da aderéncia do material na parede do equipamento e também para melhorar a
estabilidade do produto ou ainda controlar a liberagdo do nucleo. Na Tabela 1.1 estdo descritos
alguns dos principais materiais de parede aplicados em processo de secagem por spray drying

e suas funcionalidades.

Tabela 1. 1. Materiais de parede utilizados em secagem por spray drying.

Aditivos
Amidos modificados Goma arabica
Maltodextrinas Gelatinas
Glicose Pectinas

Derivados de celulose

Fonte: Adaptado de Masters (1997) e Favaro-Trindade (2008).
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Nos proximos topicos sera apresentada uma revisdo sobre os materiais de parede

utilizados neste estudo.

1.5.1 Sacarose

A sacarose ¢ empregada como agente encapsulante, principalmente de aromas, devido
a sua capacidade de absorver volateis do ambiente ou reté-los fortemente durante o processo de
secagem (ASTOLFI-FILHO et al., 2005). Materiais encapsulados em sacarose podem ser
obtidos por diferentes métodos de microencapsulacido, como spray drying e co-cristalizacao
(ASTOLFI-FILHO et al., 2005; MUNOZ-CELAYA et al., 2012).

Jin e Custis (2011) utilizaram diferentes concentracoes de sacarose na
microencapsulacio de conidios de Trichoderma harzianum por spray drying. Seus resultados
mostraram que a utilizagdo de uma pequena quantidade de agticar desempenharia o papel de
estabilizacdo durante a secagem por atomizacdo em comparacdo com uma amostra controle

(seca sem material de parede).

1.5.2 Maltodextrina

A maltodextrina ¢ um dos carboidratos mais utilizados como material de parede na
formagdo de microparticulas. Suas principais vantagens para o processo de encapsulamento
sdo: baixo custo, facilidade de obtengao, baixa higroscopicidade e umidade, e alta solubilidade
em agua (SHAHIDI, HAN, 1993; KARACA, NICKERSON, LOW, 2013).

Ma et al. (2015) estudaram maltodextrina e goma ardbica como materiais de parede
com o objetivo de otimizar condi¢des para um processo de microencapsulagdo de Bacillus
subtillis por spray drying. Foi observado pelos autores que a maltodextrina foi eficiente,
principalmente em concentragdes superiores a 80%, enquanto a goma arabica ndo afetou a taxa
de sobrevivéncia dos microrganismos. A taxa de sobrevivéncia média de B. subtilis foi superior
a 90%, realizando-se a secagem com temperatura do ar de entrada de 145°C, com um fluxo de
alimenta¢do de 550 mL/h e uma pressao de pulverizagdo de 0,15 MPa. A taxa de sobrevivéncia
de B. subtilis microencapsulado foi de 87,53% apods 540 dias de armazenamento. Dessa forma
supde-se que as microparticulas de B. subtilis tétm o potencial de se tornar um produto de

biocontrole bem sucedido.
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1.5.3 Goma arabica

A goma ardbica ¢ o material de parede mais antigo utilizado na técnica de
microencapsulagdo, sendo considerado um dos mais importantes, cuja aplicacao se estende por
muitas areas (VERBEKEN; DIERCKX; DEWETTINCK, 2003; COMUNIAN et al., 2011;
SANTOS et al., 2015; BATTISTA et al., 2015). E considerada historicamente como material
encapsulante por exceléncia, gracas a sua solubilidade, baixa viscosidade, propriedades
emulsificantes, sabor suave e alta estabilidade oxidativa conferida a 6leos (VERBEKEN;
DIERCKX; DEWETTINCK, 2003).

Muiioz-Celaya et al. (2012) estudaram a microencapsulagdo de conidios de
Trichoderma harzianum em matrizes de maltodextrina DE10, maltodextrina DE20, goma
arabica e uma mistura em massa de 1:1 de maltodextrina DE10 (MD10) e goma ardbica (GA).
O maior percentual de sobrevivéncia dos conidios apds a etapa de microencapuslagdo por spray

drying foi observado para a mistura dos polimeros MD10-GA.

1.5.4 Soro de leite

Nas industrias de laticinios, muitos subprodutos sdo gerados. Como muitas delas nao
se ocupam com o seu tratamento ou redirecionamento dos residuos, o descarte ¢ muitas vezes
a alternativa empregada. Na producdo do queijo, por exemplo, obtém-se o soro de leite, sendo
seus principais constituintes a lactose e proteinas soluveis. Propostas para o aproveitamento do
soro de leite sao de fundamental importancia, pois € um subproduto que possui boa qualidade
nutricional, ¢ obtido em grande volume, e apresenta um elevado poder poluente (GIROTO &
PAWLOWSKY, 2001).

O soro do leite ¢ uma op¢do que tem sido avaliada como material de parede,
principalmente por ser um residuo industrial. Em estudos recentes as proteinas do leite e soro
de leite tem apresentado promissora atividade para produgcdo de microparticulas
(FRASCARELI et al., 2012; BRAGA, 2015).

No trabalho de Castro-Cislaghil et al. (2012) foi observado o potencial de aplicagdo de
soro de leite liquido em comparagdo com a goma ardbica como material de parede de
Bifidobacterium Bd-12 por spray drying. Segundo os autores o soro de leite se mostrou eficaz
no processo comparando-se com a goma arabica em relacdio ao rendimento da
microencapsulagdo e viabilidade das células, que se manteve elevada e constante durante doze

semanas de avaliagao.
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1.5.5 Lactose

A lactose ¢ o principal carboidrato do leite e encontra-se presente também no soro de
leite, em torno de 70%. No leite integral a quantidade ¢ menor, cerca de 5% (MORIWAC,
MATIOLIL 2000).

Ixtaina et al. (2015) estudaram a microencapsulagdo por spray drying do 6leo de chia
utilizando lactose e caseinato de s6dio como materiais de parede, sendo o objetivo do trabalho
evitar a oxidagdo do 6leo durante a estocagem, uma vez que este tipo de material ¢ altamente
suscetivel a oxidagao devido ao alto contetido de acidos graxos poli-insaturados. Os resultados
mostraram que o processo de microencapsulagdo foi eficiente, permitindo obter alta reteng@o
do nucleo (>90%). Além disso, em relag@o a estabilidade oxidativa, foi possivel obter aos 400
bar, 6leo de chia microencapsulado com PV bl0 meq/kg de oleo apds 100 dias de

armazenamento a 20 £ 2 °C.
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CAPITULO 2 - MICROENCAPSULACAO DOS CONIDIOS DE TRICHODERMA
ASPERELLUM POR SPRAY DRYING UTILIZANDO SACAROSE COMO
MATERIAL DE PAREDE

2.1 Introducao

O método de spray drying se destaca pela secagem de produtos e pela
microencapsulacio de alimentos, microrganismos, compostos volateis, entre outros.

As variaveis operacionais do spray dryer definem parte das caracteristicas dos
produtos obtidos apds a atomizacdo. Segundo a literatura, essas caracteristicas dependem
principalmente de: temperatura de entrada e saida do ar de secagem (JIN & CUSTIS, 2011;
MASTERS, 1991; MUNOZ-CELAYA, 2012), vazio de alimentacio da amostra ao secador,
tamanho do bico atomizador, vazdo volumétrica do ar de secagem e do ar de atomizagao,
umidade do ar ambiente e teor de solidos da solugdo de alimentacao (ROSENBER et al., 1990;
MASTERS, 1991; LIU et al., 2001; LABMAQ DO BRASIL LTDA, 2003).

Um dos principais problemas relatados quando se trabalha com o método de spray
drying é a adesividade da solu¢ao de alimentagdo na parede do equipamento, fato que prejudica
o rendimento do processo. Materiais ricos em aglcares tém sido reportados na literatura por
apresentarem alta adesividade (GHARSALLAOUI, 2007), principalmente actcares de baixo
peso molecular. Outro problema comum quando se trabalha com microencapsulagdao de
microrganismos ¢ a mortalidade das células em razao de altas temperatura do ar de secagem.

Neste capitulo serd investigada a utilizacdo de sacarose como material de parede, tal
escolha se justifica pelos resultados promissores encontrados na literatura utilizando agtcares
como materiais de parede de microrganismos e outros materiais em geral (JIN, CUSTIS, 2011;
MUNOZ-CELAYA et al., 2012; MA, et al., 2015).

Diante do que foi exposto, os ensaios exploratdrios tornam-se imprescindiveis para a
determinagdo das varidveis mais importantes no processo de microencapsulacdo por spray
drying dos conidios de Trichoderma asperellum e a averiguagdo de como estas podem

influenciar nas respostas a serem avaliadas.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Suspensio de conidios de Trichoderma asperellum

As suspensdes dos conidios de Trichoderma asperellum utilizadas durante esse estudo
foram gentilmente fornecidas pelo Laboratério de Biocontrole Farroupilha-Lallemand,
localizado na cidade de Patos de Minas-MG-Brasil, as quais foram obtidas por fermentagdo em
estado sodlido, utilizando como substrato sementes de milheto, que posteriormente foram
lavadas em agua para remogao dos conidios. Apos o processo de lavagem das sementes, o
material foi coletado e misturado ao agente encapsulante para obten¢do da solugdo de
alimentac¢do do spray dryer.

As suspensdes dos conidios de Trichoderma asperellum foram caracterizadas antes de

cada experimento em relagdo a: umidade, concentragdo de conidios e germinagao.

2.2.2 Material de parede

Amostras de sacarose (agucar cristal comercial - Brasil) foram caracterizadas quanto
a umidade, atividade de agua, higroscopicidade e solubilidade em &4gua e aplicadas como

material de parede no processo de microencapsulag¢ao de conidios de Trichoderma asperellum

por spray drying.

2.2.3 Microencapsulacao por spray drying

O processo de atomizacdo foi realizado no laboratorio da Universidade Federal de
Uberlandia, Campus Patos de Minas, utilizando-se um spray dryer com bico atomizador de 1,2
mm (LM MSD 1.0, LABMAQ, Brasil) com capacidade de secagem de 1 L h'!. Na Figura 2.1
esta apresentado uma fotografia do spray dryer utilizado e a descri¢do das principais partes do

equipamento.
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Figura 2.1. Esquema do spray dryer (LM MSD 1.0, LabMaq) utilizado neste trabalho.
8

14 3 5

A numeracdo indica os seus componentes principais: 1) Chave geral 2)
Interruptor soprador; 3) Controlador da vazao do soprador liquido; 4) Interruptor aquecimento;
5) Controlador de temperatura de entrada; 6) Indicador de temperatura (saida); 7) Rotametro;
8) Controle do bombeamento 9) Camara de secagem; 10) Ciclone; 11) Frasco coletor; 12)
Sensor de temperatura (PT 100); 13) Lanterna; 14) Conjunto do bico atomizador.

Fonte: Labmaq do Brasil Ltda (2003).

A partir da suspensao inicial de conidios de Trichoderma asperellum foram preparadas
solucdes com duas concentragdes de sacarose, uma com 2% e outra com 8% (massa/volume).
Esta solucdo foi misturada para se obter a solu¢do de alimentacdo do spray dryer. A
homogeneizagdo dos materiais foi realizada em placa de agitagdo durante todo o processo de
secagem. A alimentagdo da amostra foi realizada com auxilio da bomba peristaltica do
equipamento (item 8 - Figura 2.1). O material coletado da base do ciclone (item 11 — Figura
2.1) foi armazenado refrigerado e em recipientes estéreis e hermeticamente fechados até o
momento de caracterizagdo do produto.

Para determinagdo das condigdes viaveis de microencapsulacao foram realizados 10
experimentos variando a concentragcdo do agente encapsulante e as condi¢des operacionais do
spray dryer, temperatura de entrada do ar de secagem, vazdo do ar de secagem e vazdo
volumétrica de alimentacdo da amostra. Na Tabela 2.1 estdo apresentadas as condigdes
operacionais do spray dryer e as concentracdes do material de parede utilizadas neste estudo.
Quatro experimentos foram feitos como controle (sem adi¢do de agente encapsulante) para

comparagao dos resultados.
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Tabela 2.1. Condi¢des operacionais utilizadas para a microencapsulagao dos conidios de
Trichoderma asperellum por spray drying utilizando sacarose (agticar comercial) como agente
encapsulante.

Experimento Te (°C) [MP]mv' Vaz alim.(Lh') Vazio Are. (Lh")

T1 (Controle) 60 0 0,6 9,90%x10*
T2 (Controle) 80 0 0,6 9,90x10*
T3 (Controle) 80 0 0,9 9,90x10*
T4 (Controle) 60 0 0,9 9,90x10*
1 80 2 0,6 9,90%x10*
2 80 2 0,9 9,90x10*
3 80 2 0,6 1,17x10°
4 80 2 0,9 1,17x10°
5 60 8 0,6 1,17x10°
6 80 8 0,6 1,17x10°
7 80 8 0,9 1,17x10°
8 60 8 0,6 9,90,x10*
9 80 8 0,9 9,90x10*
10 80 8 0,6 9,90x10*

Sendo: Te — Temperatura de entrada do ar de secagem; [MP] — Concentracdo do Material de Parede em
massa/volume; Vaz. alim. — Vazao volumétrica de alimentacdo da amostra; Vazao do ars.. — Vazdo volumétrica
do ar de secagem; T1, T2, T3 ¢ T4 s@o os ensaios controle (sem adi¢do de sacarose como material de parede).

Como pode ser visto na Tabela 2.1, foram avaliadas duas temperaturas de entrada do
ar de secagem, 60 e 80°C, duas concentracdes do agente encapsulante, 2 e 8% (m v'!), duas
vazdes de alimentacdo da amostra, 0,6 ¢ 0,9 L h! e duas vazdes do ar de atomizacdo, 9,90x10*
L h'e 1,17x10° L h™'. A vazdo do ar de atomizacdo foi fixada conforme recomendacdo do
fabricante do equipamento e com base em observacdes dos ensaios exploratorios, como 2.400
L h'. Os ensaios T1, T2, T3 e T4 foram experimentos controle, pois nio apresentam adi¢do de
sacarose como agente encapsulante, foram realizados com o intuito de comparar os resultados
com e sem agente protetor.

As microparticulas produzidas foram caracterizadas por testes de umidade e
germinagdo, ¢ foram visualizadas por meio de microscopia Optica. Por meio dos resultados de
umidade e germinacdo calcularam-se os percentuais de rendimento de secagem (RS) e conidios

viaveis (CV).
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2.2.4 Analises fisico-quimicas, microbioldgicas e rendimento de secagem

Os ensaios fisico-quimicos e microbioldgicos realizados neste estudo estao descritos a

seguir.

2.2.4.1 Umidade

A umidade das solu¢des de Trichoderma asperellum, do material de parede edas
microparticulas foi determinada por método gravimétrico. Foram pesados aproximadamente 3
g da amostra em cépsulas de porcelana de massa conhecida. As capsulas foram levadas a estufa
a 105°C, onde se mantiveram até a massa das mesmas ficar constante, de acordo com
metodologia da A.O.A.C. (2005).

A umidade das amostras, em base Umida (b.u.), foi calculada de acordo

com a Equagdo 2.1:

mi—-mf

Umidade = x 100 (2.1)

sendo mi e mf a massa da amostra antes e apds a secagem em estufa,

respectivamente.

2.2.4.2 Atividade de dagua

A atividade de agua (aw) foi realizada nas microparticulas secas e no material de
parede. Foi determinada utilizando-se equipamento analisador de atividade de d4gua de bancada,

AQUALAB (Marca: Decagon, Modelo: Aqualab Lite), com leitura digital.

2.2.4.3 Higroscopicidade

A sacarose e as microparticulas produzidas foram caracterizadas quanto a
higroscopicidade. Foi utilizada a metodologia de Cai e Corke (2000) com algumas
modificagdes. Foram colocadas 0,3 gramas das amostras em capsulas de porcelana, as quais
foram armazenadas em dessecador contendo solucao saturada de cloreto de s6dio, com umidade
relativa de 70%, durante sete dias a temperatura ambiente. O resultado foi expresso em gramas

de 4gua absorvida pela amostra 100 gramas™' de matéria seca.
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2.2.4.4 Solubilidade em dgua

A solubilidade foi realizada segundo descricdo de Cano-Chauca (2005), em que 0,5 g
das amostras foram colocadas em béqueres contendo 50 mL de d4gua destilada e
homogeneizados em uma placa de agitacdo durante trinta minutos a 100 rpm, a temperatura
ambiente. Posteriormente a solugdo foi centrifugada, utilizando uma centrifuga de bancada
digital microprocessada (Marca: QUIMIS; Modelo: Q222TM208) durante 5 min. a 3.500 rpm.
O sobrenadante foi transferido para uma cépsula de porcelana de peso conhecido e levado a
estufa (Marca: QUIMIS, Modelo: Q314M252) a 105°C até a massa se manter constante. O

resultado foi expresso em porcentagem e calculado pela Equagdo 2.2:

Massa de p6 no sobrenadante

Solubilidade em agua (%) = x 100 (2.2)

Massa de pé total

2.2.4.5 Conidios Vidaveis (CV)

Para avaliar a porcentagem de CV, ap6s o processo de spray drying realizou-se o teste
de germinacgdo, seguindo as metodologias de Danielson & Davey (1973) e Milner et al. (1991)
com algumas modificagdes. Aproximadamente 50 pL das suspensdes de conidios de
Trichoderma asperellum foram gotejadas em placas contendo meio de cultura BDA 15, que
posteriormente foram armazenadas em camara B.0.D. a 25°C. Ap0s o periodo de incubacdo de
16 horas os esporos que apresentaram tubo germinativo maior que o proprio esporo foram
considerados germinados. Para cessar a germinagdo corante azul de metileno foi adicionado as
placas. Foram contados, aleatoriamente, 100 conidios por placa, sendo o procedimento
realizado em triplicata. A porcentagem de CV dos conidios de Trichoderma asperellum foi
avaliada relacionando a germinacdo da solucdo de alimentacdo do spray dryer com a
germinagdo do po obtido apds o processo de secagem. A Equacdo 2.3 apresenta o resultado

€Xpresso em porcentagem:

Germinacao final

Conidios vidveis (%) = x 100 (2.3)

Germinagao inicial

sendo a germinacdo inicial calculada antes do processo de microencapsulagdo por spray drying

e a germinacao final apds o processo.
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2.2.4.6 Contagem do numero de conidios

A contagem do numero de conidios por mL foi realizada com auxilio da camara de
Neubauer. O preparo das suspensdes para leitura em microscopio 6tico foi realizado por

diluicao seriada. As contagens foram feitas em triplicata.

2.2.4.7 Rendimento do processo de secagem

O rendimento do processo de secagem foi calculado pela razao entre a massa de sélidos
do produto em po6 coletado e a massa de solidos alimentados ao secador (suspensdo de
Trichoderma asperellum com ou sem adi¢do de material de parede), de acordo com a Equagao

2.4:

Mpé(l_Xw,pc’))

Msyspensio (1~ Xw,suspensao)

RS (%) =

x 100 (2.4)

Em que M,s ¢ a massa de péd coletada na base do ciclone apdés o processo de
microencapsulacdo, M, spensso @ massa alimentada no spray dryer, Xy, p¢ € Xy suspensao S30 as

fragdes de 4gua presentes no po obtido e na suspensdo de Trichoderma asperellum alimentadas

no spray dryer, respectivamente.

2.2.4.8 Morfologia

As suspensodes e microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum foram
avaliadas quanto a morfologia por meio de microscopia Optica. Apds o processo de
microencapsula¢do, amostras das microparticulas foram misturadas em &lcool isopropilico e
colocadas em ldminas de vidro para visualizacdo em microscopio. As fotografias foram tiradas
com camera digital acoplada ao microscopio optico (Nikon: Eclipse E100, China) com aumento

de imagem de 400 vezes.

2.2.4.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
e teste de comparagdo de médias por Tukey (p<0,05) utilizando recursos do software Assistat
(Statistical Assistance), a fim de verificar a existéncia de diferenga estatistica entre os
parametros avaliados devido ao processo de microencapsulacao dos conidios de Trichoderma

asperellum por spray drying.
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Analises fisico-quimicas, microbiologicas e rendimento de secagem

2.3.1.1- Caracterizagdo do material de parede (sacarose)

Na Tabela 2.2 estao apresentados os resultados de caracterizacao da sacarose utilizada
no processo de microencapuslagao dos conidios de Trichoderma asperellum, para umidade, em

base umida, atividade de dgua (aw), higroscopicidade e solubilidade em agua.

Tabela 2. 2. Resultados de caracterizacdo da sacarose.
Higroscopicidade (g de agua
Amostra  Umidade (%) (aw) 100g™) Solubilidade (%)
Sacarose 3,06 £ 0,03 0,63 £0,03 1,80 + 0,72 99,68 £ 0,18

A sacarose apresentou valores baixos de umidade (3,06 = 0,03%), como observado na
Tabela 2.2. Sabe-se que atividade de 4gua e a umidade influenciam nas alteracdes fisicas,
quimicas e microbiologicas, interferindo assim, na qualidade e estabilidade dos materiais de
parede e das microparticulas produzidas por eles. A maioria dos microrganismos se desenvolve
em niveis de aw acima de 0,90 (ROCKLAND, BEUCHAT, 1987). Os valores de aw para a
sacarose (0,63 + 0,03) obtidos neste trabalho foram iguais ao estabelecido como seguros na
literatura (0,60 o valor minimo), sendo assim, considerados estaveis para armazenamento.
Pode-se concluir também que quanto menor for o valor da umidade, possivelmente, menor sera
o da ayw, impedindo, portanto, o desenvolvimento de outros microrganismos e a alteragdo de
caracteristicas do produto pelo desenvolvimento dos mesmos (ROCKLAND; BEUCHAT,
1987; CHIRIGE; BUERA, 1996; FELLOWS, 2006).

A higroscopicidade de um produto esta ligada a sua estabilidade fisica, quimica e
microbioldgica. O estudo do comportamento higroscopico € importante na predi¢do da vida ttil
do produto e determinagdo do tipo de embalagem a ser usada (ALEXANDRE et al., 2007). A
sacarose apresentou baixa higroscopicidade (1,80 + 0,72 g 100g') durante a avaliagdo,
indicando caracteristicas favoraveis para o armazenamento.

A solubilidade do material de parede ¢ uma das caracteristicas mais importantes do
processo, pois pode interferir no processo de atomizagdo, gerando goticulas muito grandes ou
pequenas que podem prejudicar a taxa de transferéncia de calor e, consequentemente, a secagem
(ROSENBERG, KOPELMAN, TALMON, 1990). A adi¢dao de um material de parede gera

aumento de solidos na solugdo de alimentacdo do spray dryer e, consequentemente, pode
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aumentar a eficiéncia da operagdo (GHARSALLAOUI et al., 2007). A solubilidade da sacarose
foi considerada adequada para utilizagdo em microencapsulagdo por spray drying, pois tal
método necessita de materiais, pelo menos, parcialmente soluveis em agua (DESAI, PARK,

2005), sendo a solubilidade da sacarose de 99,68 + 0,18%.

2.3.1.2 Caracterizacdo das microparticulas produzidas com sacarose

Na Tabela 2.3 sdao apresentados os resultados de umidade, em base umida, das
microparticulas e rendimento de secagem das formulacdes avaliadas neste estudo, ambos

CXPpressos €m porcentagern.

Tabela 2.3. Umidade e rendimento de secagem das formulagdes utilizando sacarose como
material de parede.

. Te (°C) -1 Vaz. a_llim. . Rendimento de
Experimento [MP] mv (Lh™) Umidade (%) secagem (%)
T1 (Controle) 60 0 0,6 8,19 + 0,09 23,98
T2 (Controle) 80 0 0,6 5,82+0,15 49,01
T3 (Controle) 80 0 0,9 5,38 +£0,11 51,09
T4 (Controle) 60 0 0,9 524+0,11 31,71
1 80 2 0,6 5,04+0,21 63,88
2 80 2 0,9 5.04+0,17 33,12
3 80 2 0,6 3,78 £0,19 53,42
4 80 2 0,9 4,44 +0,11 61,24
5 60 8 0,6 3.83+0,17 65,50
6 80 8 0,6 562+0,13 39,44
7 80 8 0,9 5,66 0,11 47,99
8 60 8 0,6 6,70 £ 0,15 37,09
9 80 8 0,9 6,43 + 0,09 37,22
10 80 8 0,6 4,29 £ 0,09 66,64

Observagdo: Os dados de umidade foram obtidos no tempo zero, ou seja, apos a secagem dos tratamentos.

Pode-se observar que mesmo sendo utilizadas baixas temperaturas de entrada para o
ar de secagem (60 e 80 °C) os valores obtidos de umidade para os tratamentos foram baixos. E
sao considerados satisfatorios para produtos em po6 obtidos por esta técnica, uma vez que estao
todos abaixo de 7% de umidade (MASTER, 1991). Acredita-se que a umidade obtida para os
tratamentos ¢ indicadora de uma boa condi¢do de armazenamento, pois produtos com baixos
valores de umidade podem obter melhor estabilidade ao longo do tempo (MASTER, 1991;
FILKOVA, HUANG, MUJUNDAR, 2006). Acredita-se que o valor de umidade mais alto

observado para T1 pode ter sido ocasionado por influéncia da umidade relativa do ambiente, de
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49%, sendo que os demais experimentos apresentaram umidade relativa em torno de 45%, ou
ainda por efeito de interagao das varidveis.

Neste estudo verificou-se em todos os experimentos que quando utilizada a vazao de
alimentacdo da amostra de 0,9 L h'! parte do material de alimentacdo do spray dryer nio era
seco, gerando residuo liquido no frasco coletor abaixo da cAmera de atomizagdo, conforme pode
ser observado na Figura 2.2. Além disso, os menores rendimentos de secagem encontrados
foram na maior parte para os ensaios com 0,9 L h'! na vazio de alimentag¢io da amostra (T4 —
31,71%; Experimento 2 — 33,12%; Experimento 7 — 47,99% e Ensaio 9 — 37,22%). As altas
vazdes de alimenta¢do da amostra, como 0,9 L h'!, interferem no tamanho da gota formada
durante a atomizacdo. Gotas maiores apresentam area superficial de contato menor,
consequentemente, dificultaram o processo de desidratacdo da amostra especifica por spray
drying, diminuindo o rendimento do método. A Figura 2.3 apresenta o p6 de conidios de

Trichoderma asperellum obtido apos o processo de spray drying (Experimento 2).

Figura 2. 2. Residuo liquido coletado abaixo da cdmara de atomizacao - Experimento 2.

I k3 |
l '. )2

Fonte: Autoria propria.

Figura 2. 3. Trichoderma asperellum microencapsulado em forma de po.

Fonte: Autoria propria.
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2.3.1.3 Anadlises da germinacdo e dos conidios vidveis de Trichoderma asperellum

Para verificacdo do melhor tempo para contagem de germinacao dos conidios, foram
realizadas contagens em diferentes tempos de incubagdo, 16, 20 e 22 h, tanto para os conidios
em solucdo, quanto dos conidios microencapsulados. Na Tabela 2.4 sdo apresentados os dados
de germinagdo dos conidios da solu¢do de alimentagdo do spray dryer com 16 horas (tempo
verificado como méaximo necessdrio para a germinacdo total dos conidios das suspensodes
iniciais) de incubagdo em camara B.O.D. (25°C) e das microparticulas em diferentes tempos,

16 e 20 horas. O célculo de conidios viaveis também ¢é apresentado.
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Tabela 2.4. Porcentagem de germinacao em diferentes tempos de incubagao e conidios viaveis.

Experimento  GS 16 h (%) GM 16 h (%) GM 20 h (%) Conidios viaveis (%)
T1(Controle) 97,33 +0,58* 66,00 £ 2,65 67,00 = 2,00 68,84 + 2,05¢
T2 (Controle) 97,33 +£0,58* 56,67 £ 6,03¢ 58,00 + 6,00° 58,56 £ 6,168
T3 (Controle) 94,67 +1,53* 62,33 £3,21% 63,67 = 2,08% 67,25 +2,20%
T4 (Controle) 97,67 0,58 67,33 +1,53% 70 £ 1,00% 71,67 +1,02¢
1 93,33 +£2,08* 72,67 £ 5,13 74,33 £ 4,73 79,64 + 5,064
2 93,33 + 2,08 80,67 + 3,79 83,67 + 3,79% 89,64 + 4,06
3 95,67 +2,52* 82,33 £ 4,04 84,67 +4,51° 88,50 + 4,714
4 97,67 +0,58° 81,67 + 1,53 84,00 + 1,00? 86,01 £ 1,022b<d
5 97,00 + 1,00? 84,67 +3,5° 89,00 + 3,61° 91,75 +3,72%
6 97,00 + 1,00? 83,33+ 4,732 86,67 + 4,16 89,35 + 4,29%bcd
7 97,00 + 1,00? 87,67 +2,08" 90,33 + 1,532 93,13+ 1,57*
8 82,33 +4,16° 61,33 +1,53% 65,33 +£1,53¢%e 79,35 + 1,86%
9 82,33 +4,16° 67,00 £ 3,61 68,33 +£3,51% 83,00 + 4,275
10 97,67 +0,58° 87,67+ 1,532 90,67 + 1,532 92,83 + 1,56

Sendo: GS 16 h — Germinacdo da solucdo de alimentacdo do spray dryer em 16 horas de
incuba¢do; GM 16 h — Germinagao das microparticulas em 16 horas de incubacdo; GM 20 h —
Germinacao das microparticulas em 20 horas de incubacdo. As médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A germinagdo dos conidios microencapsulados foi analisada em diferentes tempos
para avaliar se existia um aumento de germinacao ao longo do tempo. Observa-se pelos dados
apresentados na Tabela 2.4 que a porcentagem de germinacdo aumentou com o aumento do
tempo de incubagdo, porém ndo de forma significativa. Nao foi possivel fazer a avaliagdo em
periodos maiores que 20 h, pois as hifas dos conidios cresciam muito, dificultando a leitura em

microscopio Optico, conforme pode ser observado na Figura 2.3 (c).

Figura 2.4. Germinacdo dos conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados —
Experimento 5.

\
g
(
Z
%

- ‘ =
~ Xl BB /
WaSaw| /1 o /
Sendo: a) 16 h de incubagdo; b) 20 h de incubacdo; c) 22 h de 1ncubagao. Experimento 5:
Temperatura do ar de entrada de 60 °C; Concentracdo do material de parede (sacarose) de 8%
massa/volume; Vazdo de alimentacdo da amostra ao secador de 0,6 L h™' e vazdo do ar de
atomizacdo de 7,02x10’ L h''.
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Pelos dados apresentados na Tabela 2.4 pode-se verificar que todos os experimentos
sofreram redugdo de germinagdo apds o processo de secagem em comparacdo com a solucdo
inicial alimentada ao secador. Esse fato ¢ consequéncia da temperatura de secagem que, mesmo
com agente protetor ainda pode acarretar em morte do microrganismo. O mesmo resultado
também foi observado e descrito por Jin e Custis (2011) no processo de microencapsulagdo de
conidios de Trichoderma harzianum por spray drying, em que os autores estudaram diferentes
temperaturas do ar de secagem, desde 40 a 140 °C.

Além da temperatura do ar, Simonin et al. (2007) relatam que conidios secos por
atomizagdo normalmente apresentam germinacdo mais baixa do que a solugdo inicial porque
processos de desidratacdo e reidratacdo podem causar mudangas de permeabilidade da
membrana citoplasmatica, causando danos celulares e possivel morte celular.

Pelos dados da Tabela 2.4 pode-se observar que as menores porcentagens de conidios
viaveis apos o processo de secagem sao dos experimentos controle, T1, T2, T3 e T4, que nao
tiveram adi¢do de material de parede no processo. O mesmo foi verificado por Jin e Custis
(2011) ao testar sacarose, melago e glicerol como materiais de parede na microencapsulagdo de
conidios de Trichoderma harzianum. Os autores observaram que as formulacdes que continham
material de parede resultaram em porcentagens de sobrevivéncia significativamente maiores
em comparagao com o controle.

Segundo Jin e Custis (2011) a utilizacdo de sacarose como material de parede criou
um nicho osmoético formando um revestimento de protecao aos conidios, protegendo-os tanto
do processo de desidratacdo, quanto de reidratagao.

Com excec¢do dos experimentos controle, os ensaios com menores valores de conidios
viaveis foram o experimento 1 e experimento §, ambos t€ém em comum vazao de alimentacao
da amostra ao secador de 0,6 L h™! e vazdo do ar de atomizacdo de 5,94x10° L h''. A diferenca
entre eles estd na temperatura de entrada do ar de secagem (experimento 1: 80°C; experimento
8: 60°C) e na concentragdo do material de parede (experimento 1: 2% massa/volume e 80°C;
experimento 8: 8% massa volume™ e 60°C). Sendo assim, verifica-se neste caso em questio,
que uma maior concentragdo de material de parede nem sempre faz com que a porcentagem de
germinagao seja maior.

Jin e Custis (2011) avaliaram a microencapsulacdo de conidios de Trichoderma
harzianum com solugdes de sacarose variando as concentragoes de 0,5 a 8% massa/volume, ¢
verificaram que a adi¢cdo de material de parede proporcionava maior sobrevivéncia dos conidios

em relagdo a amostra controle (sem material de parede). Entretanto esta sobrevivéncia nao
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dependia apenas do aumento da concentracdo de sacarose, sendo que com uma solugdo de
sacarose a 2% (massa volume™) obteve a maior taxa de sobrevivéncia.

Apesar de ser sabido que a temperatura pode influenciar na viabilidade dos conidios,
essa variavel pareceu nao ser o fator decisivo nos resultados obtidos nos experimentos 1 e 8,
provavelmente pela proximidade das temperaturas, de 60 para 80°C. Entretanto, seria
interessante que essa questao fosse avaliada com um planejamento estatistico com mais niveis
de variagao para confirmar que de fato o aumento de temperatura de 60 para 80°C nao influencia
na viabilidade dos conidios de Trichoderma asperellum.

Os experimentos 2, 3,4, 5, 6, 7 e 10 apresentaram as maiores porcentagens de conidios
viaveis, sendo seus valores considerados iguais estatisticamente ao nivel de 5% de significancia,
de acordo com o teste de Tukey. Os experimentos 2, 3 € 4 t€ém em comum temperatura do ar de
entrada de 80°C e concentragdo de material de parede de 2% massa/volume, os experimentos
5 e 6 tem em comum concentracdo de material de parede de 8% massa/volume e vazao de
alimentacdo da amostra de 0,6 L h'! | e os experimentos 7 e 10 tem em comum temperatura do
ar de entrada de 80°C e concentracdo do material de parede (sacarose) de 8% massa/volume.

Percebe-se que a variavel vazao de alimentacdo da amostra ao secador influenciou
diretamente no rendimento de secagem, que ¢ fungdo da quantidade de po6 coletado no processo.
Neste estudo preliminar observou-se que as vazdes de 0,9 L h! diminuiram o rendimento do
processo, enquanto que vazdes mais lentas, como 0,6 L h! principalmente, aumentaram a
coleta de p6. No Capitulo 3 foi feito um estudo do efeito das varidveis operacionais do spray
dryer e de suas interagdes, assim, foi possivel entender melhor como o processo se comporta.

Nos testes preliminares foi observado que a vazao de alimentagdo do produto
influencia na temperatura de saida do ar da camera de secagem. Vazdes mais altas reduziam a
temperatura de saida. Em contrapartida, vazdes mais altas geravam baixos rendimentos e em
alguns casos ndo secavam o produto completamente, como ilustrado na Figura 2. 2, ao se

trabalhar com vazdo de alimentacdo da amostra de 0,9 L h'! e 80°C.

2.3.1.4 Morfologia dos conidios obtidos apos o processo de spray drying

Nas Figuras 2.6 ¢ 2.7 estdo apresentadas as imagens de microscopia Optica dos

tratamentos secos por spray dryer com e sem adi¢do de sacarose como agente encapsulante.
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Figura 2.5. Microscopia Optica dos tratamentos secos em spray dryer sem adigao de agente
encapsulante.

Tl T2 ' T3 T4

Observacao: Os numeros nas imagens correspondem aos experimentos da Tabela 2.4.

Figura 2.6. Microscopia Optica dos tratamentos secos em spray dryer utilizando sacarose como
agente encapsulante.
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Observacao: Os numeros nas imagens correspondem aos experimentos da Tabela 2.4.

Pelas microscopias (Figura 2.5) verifica-se que nos experimentos controle, (sem
adi¢do de agente encapsulante) T1, T2, T3 e T4, os conidios de Trichoderma asperellum estao

livres, sem aglomeragdo e sem formagdo de cobertura ao redor dos mesmos.
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Nos experimentos com adi¢gdo de sacarose na formulagdo verificou-se formagao de
microparticulas em todos os casos (Figura 2.6). Os experimentos 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram
formacao de particulas ou complexos de formato nao definido e multinucleado. Observou-se,
entretanto, a predominancia de formato esférico. Nos experimentos 6, 7, 8, 9 e 10. Entretanto,
formato arredondado e oval também foi encontrado, sendo que todos estes experimentos tem
em comum a concentragio de sacarose de 8% massa volume™'.

Em termos de morfologia ¢ possivel notar que ambas as concentragdes de sacarose
aplicadas (2% e 8% massa/volume) possibilitaram a formagdo de camada protetora ao redor
dos conidios, entretanto, aparentemente as formulagdes com 8% de sacarose formaram uma
camada mais espessa ao redor do nucleo. Jin e Custis (2011) fizeram a mesma observagao ao
trabalhar com concentragdes de 2 ¢ 8% na microencapsulagdo de conidios de Trichoderma
harzianum por spray drying utilizando sacarose como material de parede.

Um problema observado ao se utilizar sacarose ocorreu durante a coleta do pd. O
material embora seco e com baixa umidade estava pegajoso, muito duro e fortemente aderido a
parede do frasco de coleta, sendo sua remog¢ao muito dificil. Acredita-se que isto ocorreu devido
a mudanga de estado, resultado da temperatura de transi¢ao vitrea da solu¢do ao entrar em
contato com o ar de secagem.

E sabido que um material pode mudar de estado fisico devido a alteragdes de
temperatura e/ou pressdo ou teor de umidade. O estado amorfo metaestavel ¢ sensivel a
mudangas de temperatura, umidade, massa molecular e composi¢do. A mudanga deste estado
vitreo para o estado “gomoso ou borrachudo”ocorre na temperatura de transi¢do vitrea, Tg.
(Roos, 1995). Segundo Collares e Finzer (2002) e Roos (1995) cada material possui sua Tg,
que pode ser func¢do da atividade de 4gua em que o material se encontra.

A Tg da sacarose esta normalmente na faixa de 52°C a 70°C (SLADE et al., 1993;
ROOS, 1995). Como as temperaturas de entrada do ar usadas neste ensaio foram de 60°C e
80°C pode ter ocorrido tal mudanca de estado.

A Tg influencia também na aderéncia do produto nas paredes do secador, que € outro
problema muito conhecido em processos de microencapsulagdo por spray drying. Em todos os
experimentos deste estudo percebeu-se incrustagdo de material, tanto na parede do secador,

como nas outras partes, como ciclone e chaminé.
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2.4 Consideracdes finais

A adi¢do de sacarose como agente encapsulante nas formulagdes testadas neste estudo
propiciou aumento da germinagao e viabilidade dos conidios de Trichoderma asperellum em
comparagdo com os ensaios sem uso de material de parede. De certa forma conclui-se que o
uso deste material como agente encapsulante apresenta-se como uma possibilidade de aplicacao
para a microencapsula¢do dos conidios, entretanto, devido a baixa Tg da sacarose e aos
problemas encontrados de incrustragdo na camara de secagem e no frasco coletor torna-se
oportuno o estudo de outros materiais a fim de encontrar melhores resultados.

Em relagdo as varidveis operacionais estudadas, observou-se que existe certa interagao
entre elas, sendo, portanto importante estuda-las posteriormente em um planejamento
estatistico para indicagdo de tendéncias e diregdes da pesquisa.

Concluiu-se que a utiliza¢do da vazio de alimentac¢do da amostra de 0,9L h™!, é inviavel

ao processo devido aos baixos rendimentos de secagem obtidos.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA TEMPERATURA DE LETALIDADE E USO DE
DIFERENTES MATERIAIS DE PAREDE NO PROCESSO DE
MICROENCAPSULACAO DE CONIDIOS DE TRICHODERMA ASPERELLUM POR
SPRAY DRYING

3.1 Introducio

O uso de microrganismos tem se destacado no cenario mundial visando substitui¢cdo
parcial ou total de produtos quimicos no controle de doengas na agricultura (BARKER, 2003;
CARVALHO, 2006; WARD et al., 2012; POPP et al., 2013). O controle bioldgico é uma
alternativa a agricultura sustentdvel e de alta produtividade, sendo que a utilizacdo de
biofungicidas resulta em importantes beneficios a sociedade se comparado com fungicidas
quimicos, tais como reducdo de contaminagdo quimica nos alimentos, solos e dguas (WAAGE,
1997, CARVALHO, 2006; POPP et al., 2013).

Trichoderma spp., compreende fungos que apresentam potencial para promogdo de
crescimento vegetal, sendo suas espécies as mais utilizadas para controle de fitopatdogenos no
mundo (MONTE, 2001; OMAR et al., 2006; CARVALHO et al., 2014; BAE, et al., 2016;
SAWANT et al., 2017). Um dos problemas associados aos produtos formulados ¢ a baixa
viabilidade do agente biologico durante o armazenamento e aplicagdo no campo, uma vez que
fatores climaticos afetam sua sobrevivéncia. Devido a este fato, a microencapsulagdo vem
sendo estudada para prolongar a vida util, controlar a liberagdo do microrganismo e protegé-lo
de agentes do ambiente e, dessa forma, melhorar seu desempenho (BURGAIN et al., 2011;
JOHN et al., 2011; JIN & CUSTIS, 2011; MUNOZ-CELAYA et al., 2012; LI et al., 2017).

A microencapsulagdo por spray drying consiste em um processo no qual pode-se
fornecer uma barreira fisica ao material do nucleo, protegendo-o de certas condi¢des do
ambiente e, dessa forma, proporcionando aumento de vida util do produto (DESAI, PARK,
2005; GHARSALLAOUI et al., 2007; ZUIDAM & SHIMONI, 2009; JAMEKHORSHID et
al., 2014).

Uma etapa fundamental no processo de microencapsulagdo por spray dryer ¢ a escolha
do material de parede, baseado nas propriedades fisicas e quimicas do ntcleo, do custo do
material e de sua aplicacgio (GHARSALLAOQOUI et al., 2007). Diversos materiais tém sido
reportados no processo de microencapsulagdo, como alguns carboidratos (COMUNIAN et al.,
2011; ARSLAN et al., 2015; SANTOS et al., 2015; AMARA et al., 2017, SANCHEZ-
REINOSO et al., 2017, CAMPELO et al., 2018; WU et al., 2018; KAVOOSI et al., 2018;
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RAMAKRISHNAN et al., 2018) e proteinas (ARSLAN et al., 2015; IXTAINA et al., 2015;
CAMPELO et al., 2018).

A temperatura de entrada do ar de secagem durante o processo de spray drying também
¢ uma variavel determinante na sobrevivéncia dos conidios de Trichoderma spp. (JIN, CUSTIS,
2011; MUNOZ-CELAYA et al., 2012; FERNANDEZ-SANDOVAL et al., 2012). Dessa
maneira, o estudo da morte microbiana ¢ de fundamental importancia, uma vez que o processo
de microencapsulacao por spray drying necessita da aplicagdo de calor para a realizacao do
processo de desidratacdo, sendo que temperaturas muito elevadas podem causar dano a
membrana do conidio e temperaturas baixas podem ndo ser suficientes para a secagem (JIN,
CUSTIS, 2011; FERNANDEZ-SANDOVAL et al., 2012). Apesar da importancia dessa
informacao, ndo ha na literatura trabalhos que avaliaram a temperatura de letalidade dos
conidios de Trichoderma asperellum em secagem por spray dryer.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a temperatura de letalidade dos
conidios de Trichoderma asperellum durante o processo de spray drying sem adi¢ao de material
de parede. Além disso, caracterizar cincos diferentes materiais, sacarose (SU), maltodextrina
DE20 (MD20), soro de leite em p6 (WH), goma ardbica (GA) e lactose (LA) e avaliar o
potencial de aplicacdo desses agentes na microencapsulagdo dos conidios de Trichoderma

asperellum por spray drying.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Suspensio de conidios de Trichoderma asperellum e materiais de parede

As suspensdes dos conidios de Trichoderma asperellum utilizadas neste estudo foram
gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Biocontrole Farroupilha S.A — Lallemand, localizado
na cidade de Patos de Minas-MG-Brasil. As suspensdes de Trichoderma asperellum foram
caracterizadas antes de cada experimento em relacdo a: umidade, atividade de dagua,
concentragdo de conidios, germina¢do e unidades formadoras de colonia (UFC).

Para avaliar o uso de diferentes materiais de parede no processo de microencapsulagao
foram utilizados cinco materiais diferentes, sacarose (SU) (agtcar cristal comercial) (Brasil),
maltodextrina DE20 (MD20) (Galena, Brasil), goma arabica (GA) (Nexira Brasil Comercial
Ltda, Brasil), soro de leite em p6 (WH) (Sooro, Brasil) e lactose (LA) (New Quimica, Brasil).
Os materiais de parede foram caracterizados quanto a umidade, atividade de agua,

higroscopicidade e solubilidade em agua.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032591014009048#!
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3.2.2 Estudo da temperatura de letalidade

As suspensoes dos conidios de Trichoderma asperellum foram alimentadas ao spray
dryer para avaliagdo da letalidade do fungo com e sem adicao de material de parede de secagem.
As secagens utilizando apenas os conidios de Trichoderma asperellum foram
realizadas com temperatura de entrada (T;) de 60, 70, 80, 90, 100, 110 e 120°C, resultando em
temperaturas de saida do ar de secagem (T,) de 35, 44, 53, 65, 71, 80 e 88°C, respectivamente.

3.2.2.1 Processo de microencapsulagdo

Para realizar o processo de microencapsulagdo dos conidios de Trichoderma
asperellum, ap6s a adi¢ao do material de parede a solugdo foi mantida sob agitagdo constante
durante todo o processo. A temperatura do ar de entrada utilizada foi de 90°C uma vez que se
observou pelos estudos prévios da letalidade que essa era uma temperatura critica. A
concentracdo de material de parede estabelecida foi de 1:5 (massa seca de conidios de
Trichoderma asperellum:massa seca de material de parede)

Em todos os experimentos foram utilizadas a vazdo de alimentacdo da amostra ao
secador de 0,6 L h™!, a vazdo do ar de secagem de 9,90x10* L h™! e a vaziio do ar de atomizacio
de 2.400 L h'l.

Apo6s o processo de spray drying todos os pos produzidos foram armazenados sob
refrigeragdo e posteriormente caracterizados quanto a: umidade, atividade de agua,
higroscopicidade, solubilidade em 4gua e microscopia eletronica de varredura (MEV). Para
realizar as analises microbiologicas os pds foram reidratados até a mesma concentragdo de
esporos da solucdo alimentada ao secador; e caracterizados quanto a germinagdo ¢ UFC, com
objetivo principal de avaliar a quantidade de conidios viaveis (CV) e percentual de

sobrevivéncia dos conidios (SP).
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3.2.3 Ensaios de caracterizacio dos materiais de parede, suspensio dos conidios e
microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum obtidas pelo processo de spray
drying

3.2.3.1 Analises fisico-quimicas

A umidade das solucdes de Trichoderma asperellum, dos materiais de parede e das
microparticulas foi determinada de acordo com a metodologia descrita no Item 2.2.4.1. A
atividade de agua (aw), higroscopicidade e solubilidade foram determinadas conforme as

metodologias expostas nos items 2.2.4.2,2.2.4.3 ¢ 2.2.4 .4, respectivamente.

3.2.3.2 Analises microbiologicas

Para avaliar a porcentagem de CV apds o processo de spray drying realizou-se o teste
de germinagdo, conforme apresentado no item 2.2.4.5.

Para a contagem do numero de UFC foram realizadas dilui¢Ges seriadas das amostras
de conidios de Trichoderma asperellum e posterior plaqueamento em placas de petri contendo
meio de cultura PDA (KASVI, Brasil). Utilizou-se triton (Dinamica, Brasil) (0,25 mL L!) para
limitar o didmetro das coldnias. Acido latico (0,25 mL L") também foi adicionado ao meio de
cultura para evitar contaminag¢ao bacteriana. Apds o plaqueamento das amostras as placas foram
incubadas a 25°C em camara B.O.D. (Ethiktechnology, Brasil) de acordo com metodologia
descrita por Jin e Custis (2011) com algumas modificagdes. A contagem de células vidveis foi
feita apds 48 h da incubacio e expressa em UFC por g (log UFC g ). A porcentagem de
sobrevivéncia dos conidios de Trichoderma asperellum foi avaliada relacionando o numero de
UFC da solucao de alimentagdo do spray dryer com o nimero de UFC do p6 obtido apds o
processo de spray drying, o qual foi diluido em agua na propor¢do de 1g de p6:9g de agua
estéril (PICOT & LACROIX, 2004).

3.2.3.3 Microscopia eletronica de varredura

As microscopias eletronicas de varredura (MEV) das amostras de pd dos conidios
microencapsulados e da amostra controle (conidios secos em spray dryer sem material de
parede) foram realizadas utilizando um microscopio eletronico de varredura convencional
(Marca: Zeiss, Modelo: EVO MA10). O recobrimento das amostras com ouro foi realizado

utilizando um metalizador (Marca: LEICA, Modelo: EM SCD 050), foi usada uma corrente de
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50 mA por 120 segundos. As analises foram realizadas no Laboratério Multiusuédrio de
Microscopia Eletronica de Varredura da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade

Federal de Uberlandia.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Estudo da temperatura de letalidade dos conidios de Trichoderma asperellum secos
em spray drying sem materiais de parede

Para avaliar as propriedades fisicas da suspensdo dos conidios de Trichoderma
asperellum e dos pos apos o processo de secagem foram feitas anélises de umidade e aw (Tabela

3.1), sendo a viabilidade celular dos microrganismos avaliada por CV e SP (Figura 3.1).

Tabela 3.1. Propriedades fisico-quimicas e microbiologicas da suspensao dos conidios de
Tichoderma asperellum e das microparticulas obtidas apds o processo de spray drying.

Ti/To (°C) Umidade (%) aw Germinagio (%) UFC wrcgh
Suspensio de conidios de Trichoderma asperellum
97,81 £ 0,28 0,98 + 0,00 97,13+ 0,52 3,23x10%
Conidios de Trichoderma asperellum em po
60/35 7,62 +0,09* 0,34 +0,00* 67,11 +£521? 2,65%10%
70/44 6,91 £ 0,04° 0,32 +0,00? 67,44 +536% 2,39x108
80/53 5,00 + 0,25°¢ 0,34 +0,01* 67,22 +3,07* 2,27x10%
90/65 4,45 +0,22¢ 0,20 +0,00° 48,89 +4,99° 2,15x10%
100/71 4,26 +0,14¢ 0,23 +0,01¢ 12,89 +2,37¢ 3,64x107
110/80 4,55+0,07¢ 0,24 £ 0,01¢ 0,33 +0,70¢ 1,35x10°
120/88 4,16 +0,10¢ 0,29 + 0,00° 0,00 + 0,00¢ 1,62x103

Foi verificado que utilizando temperaturas de entrada para o ar de secagem de 60 e
70°C os dados obtidos de umidade para os pds foram mais altos do que quando se utilizou
temperaturas acima de 80°C. Tal fato ocorreu porque as temperaturas mais altas aumentam o
gradiente de temperatura dentro da cdmara de secagem, consequentemente facilita-se a
transferéncia de calor e o processo de desidratacdo.

Os valores de aw obtidos neste ensaio foram baixos, sendo inferiores a 0,35. E
recomendado que tenham baixa atividade de agua para sua estabilidade enquanto armazenados
(ROCKLAND; BEUCHAT, 1987; CHIRIGE; BUERA, 1996; FELLOWS, 2006).

Na Figura 3.1 estdo apresentados os resultados de CV e SP dos conidios de

Trichoderma asperellum em funcdo da temperatura de entrada do ar de secagem na cdmara do

spray dryer.
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Figura 3.1. Conidios viaveis e percentual de sobrevivéncia dos conidios de Trichoderma
asperellum em fungdo da temperatura de entrada do ar de secagem na camara do spray dryer -
Experimentos controle (sem adi¢ao de material de parede).
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Pela Tabela 3.1 e Figura 3.1 pode-se observar que o processo de secagem em spray
dryer causou acentuada redugdo na porcentagem de germinag¢ao e UFC quando alterou-se a Ti
do ar de secagem de 60 para 90°C. A 60°C a redugdo na germinagio e UFC foi de 31,59 +
4,66% e 12,68 + 4,06, respectivamente. A 90°C a redugio na germinagio e UFC foi de 49,67 +
2,60% e 40,52 + 4,50, respectivamente. Os calculos foram feitos comparando-se com o valor
médio de germinagdo e UFC inicial da suspensao de conidios alimentada ao secador (Tabela
3.1). A partir da temperatura de entrada do ar de secagem de 100°C o processo tornou-se

inviavel, uma vez que a porcentagem de CV and SP foi quase insignificante.

3.3.2 Caracterizacao dos materiais de parede utilizados no processo de microencapsulacio
e das microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum obtidas por spray drying

As propriedades fisicas e quimicas do material de parede podem produzir materiais de
diferentes caracteristicas (RODRfGUEZ-RESTREPO et al., 2017), desta forma, foram feitos
ensaios de caracterizagdo dos materiais de parede e para comparacao dos resultados também

foram feitos testes fisico-quimicos e microbiolodgicos para a suspencao e pds dos conidios de
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Trichoderma asperellum formuladas com SU, MD20, GA, WH and LA, conforme apresentados
na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas obtidas antes e apos o processo de

spray drying.

Materiais de parede

. Higroscopicidade  Solubilidade

o,

Amostra  Umidade (%) aw (g 100g™) (%)
SU 2,68 +0,06¢ 0,63 0,032 2,20 +0,61¢ 99,68 + 0,18’
MD20 4,80 +0,20° 0,54+ 0,01° 12,75+ 0,17° 92,72 £ 0,48°
GA 10,55+ 0,10? 0,44 + 0,00¢ 8,24 +0,13° 13,23+1,1¢
WH 6,15 +0,08° 0,60 £ 0,00? 7,93 £0,10° 84,36 £ 0,46°
LA 2,77 +0,07¢ 0,33 +0,01¢ 0,28 £ 0,17¢ 5,46+ 0,42¢
Suspensio de conidios de Trichoderma asperellum
Amostra  Umidade (%) aw Germinagio (%) UFC (UFC g")
SuU 93,19+ 0,01 0,95+ 0,01* 97,33 £ 0,58 3,48x108
MD20 93,88 + 0,01 0,94+0,01* 97,33 +0,58* 3,06x10%
GA 92,82 + 0,02 0,93 £ 0,00? 98,00 = 1,00? 2,73x108
WH 92,95+ 0,02 0,94 £+ 0,00? 97,33 £ 0,58 3,48x108
LA 92,82 + 0,02 0,93+ 0,01* 97,33 +0,58* 3,79%x10%
Conidios de Trichoderma asperellum em po

. Higroscopicidade  Solubilidade  Germinacéo UFC

[

Amostra  Umidade (%) aw (g 100g™) em dgua (%) (%) (UFC g
SU 2,32 +0,03¢ 0,26°+ 0,01 2,15+ 0,35¢ 87,66°+£2,27 78,67+ 1,15 2,87x10%
MD20 3,40 + 0,04° 0,37+ 0,01 14,63 +0,07° 82,86+ 0,36 82,67+2,08 2,85x108
GA 6,04 £ 0,06* 0,37+ 0,03 15,82+0,18 83,10°+£0,94 82,33+£2,08* 2,23x108
WH 3,07 +£0,10¢ 0,33+ 0,01 13,98 £ 0,08¢ 85,70+ 0,12 81,67 +1,15* 2,88x108
LA 3,27 £0,06° 0,28°+ 0,01 4,63 +0,07¢ 78,21°£1,97 68,00 +1,00° 1,70x108

Os valores obtidos de aw para os materiais de parede variaram de 0,33 =0,01 2 0,63 +
0,03, enquanto que para as microparticulas variaram de 0,26 = 0,01 a 0,37 = 0,03. Em ambos
os casos os valores foram inferiores ao estabelecidos como seguros na literatura, de 0,60, para
armazenamento (ROCKLAND; BEUCHAT, 1987; FELLOWS, 2006), sendo assim,
considerados estaveis microbiologicamente para armazenamento, impedindo, portanto, o
desenvolvimento de outros microrganismos e a alteragdo de caracteristicas do produto pelo
desenvolvimento dos mesmos (ROCKLAND; BEUCHAT, 1987, CHIRIGE; BUERA, 1996;
FELLOWS, 2006). No estudo de Ramakrishnan et al. (2018) os valores de a, variaram de 0,24

+ 0,03 a 0,33 + 0,03, utilizando maltodextrina e goma ardbica como materiais de parede no

processo de microencapsulagdo de compostos bioativos em suco de tamarindo por spray drying.
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Acgucares menores sdo, geralmente, de natureza muito higroscopica, devido as fortes
interagdes com moléculas de dgua, sobretudo na auséncia de um padrio de cristalizagdo, os
chamados so6lidos amorfos (KAREL et al., 1994; IMAMURA et al., 2013; LIANG et al., 2015).
Os resultados de higroscopicidade da sacarose obtidos com este estudo divergiram com o
relatado pela literatura. Uma vez que a sacarose apresentou o menor resultado (2,20 = 0,61 g
100g" sendo bastante inferior aos demais materiais e a maltodextrina DE20 apresentou o
resultado mais alto de todos os materiais (12,75 + 0,17 g 100g'). O aumento de
higroscopicidade de maltodextrinas estd associado ao aumento do valor de DE (dextrose
equivalente. Carboidratos tém o efeito de absor¢ao de agua devido as ligacdes entre hidrogénio
e grupos hidroxila, presentes nas moléculas de agua e regides amorfas dos soélidos,
respectivamente (SAMUHASANEETOO et al., 2004; PHISUT, 2012). A maltodextrina
utilizada neste trabalho tem alto valor de DE (20), sendo assim, conclui-se que o maior valor
de higroscopicidade em comparagdo com os outros materiais avaliados seja devido a isto.

A solubilidade de todos os materiais de parede foi considerada adequada para
utilizagdo em microencapsulacao por spray drying, 5,46 £0,24 4 99,68 + 0,18%, pois tal método
necessita de materiais, pelo menos, parcialmente soliveis em adgua (DESAI, PARK, 2005), e
durante os ensaios de secagem nenhum material causou entupimento na mangueira que
bombeava a suspensao ou no bico atomizador, problemas que normalmente ocorrem em
secagens envolvendo materiais insoliveis em agua ou muito viscosos (KRZYSZTOF,
KRZYSZTOF, 2009; MURUGESAN, ORSAT, 2011; MOEJES et al., 2018).

De acordo com Kim, Chen e Pearce (2003) grandes moléculas totalmente insoluveis,
tem propensao a precipitar na camada mais externa das microparticulas, diminuindo a eficiéncia
do processo de microencapsulagao.

Em estudos de caracterizacdo, Raja et al. (1989), Chronakis (1998) e Neri et al. (2011)
relataram que maltodextrinas com diferentes nimeros de DE tém bom desempenho como
materiais de parede por formar baixa viscosidade, mesmo quando estdo presentes em altas
concentragdes no meio.

No trabalho de Aghbashlo et al. (2012), foi verificado que a incorporacdo de sacarose
e de lactose, materiais com solubilidades bastante distintas, em misturas com leite em po
desnatado, proporcionou os melhores resultados de eficiéncia de encapsulacao de emulsao de
oleo de peixe por spray drying, 84,92 + 0,19% e 84,96 + 0,03%, respectivamente. A eficiéncia
de encapsulacdo foi associada a menor temperatura de transi¢do vitrea da lactose e sacarose,

devido a tendéncia a formacao de crosta.
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Foi verificado que utilizando temperaturas de entrada para o ar de secagem de 90°C
os dados obtidos de umidade para as microparticulas, utilizando diferentes materiais de parede,
apresentaram em geral valores inferiores a 6% de umidade, sendo comum para produtos em pd
obtidos por esta técnica (MASTER, 1991). Conclui-se também que a umidade obtida para as
microparticulas ¢ capaz de fornecer bom armazenamento, pois produtos com baixos valores de
umidade podem obter melhor estabilidade ao longo do tempo (MASTER, 1991; FILKOVA,
2006). A formulagdao contendo goma arabica como material de parede apresentou o maior
percentual de umidade (6,04 = 0,06) em relacao as demais, e a da sacarose (2,32 = 0,03) o
menor.

Neste estudo a higroscopicidade das microparticulas variou de 2,15 + 0,35 g 100g™! a
15,82 + 0,18 g 100g™!, utilizando sacarose e goma ardbica como materiais de parede,
respectivamente. Estes resultados sdo semelhantes com os obtidos por Rodrigues-Restrepo et
al. (2017) que trabalhou com misturas de goma arabica (GA) e proteinas, leite em po integral
(WMP), proteina isolada de soja (SPI) e leite em pd desnatado (SMP), para microencapsular
Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Os autores obtiveram resultados de higroscopicidade
variando de 5,56 £ 0,51 a 15,21 + 3,02 (g de 4gua 100g-1 de solido), utilizando misturas de
GA-SPI (relagdo 25:75) e GA-SMP (relagao 50:50), respectivamente.

No trabalho de Ramakrishnan et al. (2018) os valores de higroscopicidade das
microparticulas utilizando maltodextrina resistente, maltodextrina e goma arabica foram de
27,57 +0,05,27,91 £ 0,005 e 45,55 £ 0,05 g 100g™!, respectivamente, para a microencapsulacio
de compostos bioativos em suco de tamarillo por spray drying.

Altos valores de higroscopicidade podem formar aglomeragdes e deixar o material
pegajoso com alta tendéncia de formacgdo de caking (GOULA & ADAMAPOULOS, 2008).
Apesar do baixo valor higroscopico da sacarose, seu uso como material de parede para
microencapsula¢do em spray dryer apresenta uma limita¢do operacional, devido ao uso de
temperaturas elevadas. Acima de temperaturas de 60°C a sacarose pode sofrer mudanga de
estado, dependendo do valor de atividade de agua, devido a transi¢ao vitrea, o que acarreta em
pegajosidade e aderéncia do material nas paredes do equipamento (ROOS, 1995; GOOF,
VERESPEJ, JERMANN, 2003; SRITHAM, GUNASEKARAN, 2016; TEDESCHI,
LEUENBERGER, UBBINK, 2016). Por isso, industrialmente, além de compor material de
parede na secagem por spray dryer, maltodextrinas sdao utilizadas para controle de
higroscopicidade e prevengdo de cristalizacdo (WANG, WANG, 2000; NAWI et al., 2015). A

higroscopicidade de um produto esta ligada a sua estabilidade fisica, quimica e microbioldgica.
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O estudo do comportamento higroscopico ¢ importante na predicdo da vida util do produto e
condicdes de armazenamento (SOUKOULIS et al., 2014; RODRIGUEZ-RESTREPO et al.,
2017).

As formulagdes contendo sacarose, maltodextrina e goma ardbica apresentaram
resultados de solubilidade semelhantes, o que pode ser explicado pela caracteristica de
hidrofilicidade dos carboidratos. A interagdo hidrofobica geralmente estd relacionada a
estrutura quimica das moléculas, que aumenta com a fracdo e tamanho das superficies
hidrofobicas (BUTTERSACK, 2017). Os valores de solubilidade deste estudo variaram de
78,21 £ 1,97 % a 87,66 + 2,27, para as amostras produzidas com lactose e sacarose,
respectivamente. O valor inferior de solubilidade utilizando lactose como material de parede
pode ser atribuido a menor solubilidade deste material em dgua (5,46 + 0,42), comparado com
outros agucares, como a sacarose por exemplo (ALAIS, 1985; BHARGAVA, JELEN, 1996;
YALKOWSKY, HE, 2003).

A solubilidade das microparticulas obtidas neste estudo produzidas com goma arabica,
83,10 £ 0,94%, foi andloga ao valor obtido por Rodriguez-Restrepo et al. (2017) em
microparticulas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis microencapsuladas com uma mistura
de goma arébica e isolado de proteina de soja (relagdo 75:25), de 84,02 + 1,63%.

Como as concentragdes dos materiais de parede foram iguais para todos os tratamentos
(1:5 (massa seca de conidios de Trichoderma asperellum:massa seca de material de parede)),
pode-se concluir que o tipo de material de parede influenciou significativamente na solubilidade
do produto em 4gua. Rodriguez-Restrepo et al. (2017) utilizou misturas de 20% massa/volume
de proteina e goma ardbica nas seguintes proporgdes: 75:25 50:50 25:75, para estudar a
microencapsulagdo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis por spray drying. Os materiais
proteicos utilizados foram leite em p6 integral, isolado de proteina de soja e leite em po
desnatado. Foi verificado que a concentragcdo do material de parede afetou significativamente
(p <0,05) a solubilidade dos pos produzidos, sendo que para todos os tratamentos avaliados o
aumento da concentracdo de goma ardbica resultou no aumento de solubilidade das
microparticulas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

Na Figura 3.2 estdo apresentados os valores de CV (%) and SP (%) dos conidios de
Trichoderma asperellum secos em spray drying com e sem adigdo de material de parede
(controle), com concentragdo de 1:5 (massa seca de conidios de Trichoderma asperellum:massa
seca de material de parede), todas as secagens tiveram a temperatura de entrada do ar de

secagem de 90°C.
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Figura 3.2. Conidios vidveis e percentual de sobrevivéncia dos conidios de Trichoderma
asperellum com diferentes materiais de parede (1:5 massa seca de conidios/massa seca de

material de parede) apds o processo de microencapsulagdo por spray drying com a temperatura
de 90 °C.
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Observa-se pela Figura 3.2 que os resultados de CV e SP, para todos os materiais de
parede avaliados na microencapsulacdo, foram melhores se comparados com os do controle
(sem material de parede). Além disso, ndo houve diferenga significativa (p<0.05), pelo teste de
Tukey, entre a porcentagem de conidios vidveis para os materiais de parede maltodextrina
DE?20, goma ardbica e soro de leite. Os menores valores de conidios viaveis obtidos foram de
80,82 + 1,19% e 69,86 = 1,03%, utilizando sacarose e lactose como materiais de parede,
respectivamente. Por outro lado, a MD20 apresentou os melhores valores de CV e de SP (%)
dos conidios de Trichoderma asperellum, sendo que 92,89 + 1,47% sobreviveram apos o
processo de spray drying. Munoz-Celaya et al. (2012) também observaram valores de SP de
conidios de Trichoderma harzianum na mesma ordem que os obtidos neste trabalho. Esse
autores avaliaram o uso maltodextrina DE10, maltodextrina DE20, goma ardbica e uma
combinagdo 1:1 de maltodextrina DE10 com goma aribica como materiais de parede na
microencapsulacdo de conidios de Trichoderma harzianum. A mistura 1:1 de maltodextrina
DE10-goma arabica utilizando temperatura de entrada de 120°C produziu o melhor resultado
do trabalho, que foi um SP de 86%. O tratamento utilizando apenas MD20 obteve 75,39% de

SP dos conidios, utilizando uma temperatura de secagem na entrada mais elevada, 150°C.
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Na faixa experimental avaliada, em relagdo aos demais materiais de parede
investigados, percebe-se que nao houve diferenca estatistica (p<0.05) pelo teste de Tukey, no
SP (%) dos conidios ap6s a microencapsulacdo para as formulacdes de sacarose (82,55 +
2,01%), goma arabica (81,59 + 0,37%) e soro de leite (82,84 + 2,35%)).

O processo de microencapsulagdo utilizando lactose como material de parede
apresentou o pior SP (%), 66,17 + 2,09% dos conidios se mantiveram vidveis. Esse resultado ¢
bem inferior aos encontrados por outros autores ao utilizar outros materiais de parede (JIN &
CUSTIS, 2011; MUNOZ-CELAYA et al., 2012) na microencapsulagdo de conidios de
Trichoderma spp. por spray drying.

No trabalho de Tang e Li (2013) foi verificado que a adi¢do de lactose em emulsdes
de proteina de soja secas por spray drying melhorou a eficiéncia de retencdo do material.
Gharsallaoui et al., 2011 explicam que carboidratos fornecem um efeito de protecao para filmes
interfaciais de proteinas devido a interagdo carboidrato-proteina. Entretanto, Tang e Li (2013)
observaram que a adi¢do de lactose diminuiu significativamente a estabilidade de emulsdes
reconstituidas. No trabalho de Faldt and Bergenstahl (1996) foi avaliada a microencapsula¢ao
de dleo de soja (30% em peso seco) por spray drying utilizando misturas de lactose e proteina
de soro em diferentes propor¢des em peso, 99/1, 95/5, 80/20, 60/40, 40/60 e 20/80. Pela
avaliacdo dos materiais obtidos apds o processo de secagem foi verificado que os pds contendo
maiores concentracoes de lactose apresentaram um aumento no tamanho das goticulas de
emulsdo, apos redispersdo, em comparagdo com a emulsdo anterior a secagem. Também foi
observado liberacdo de oleo para os pds com maiores concentragdes de lactose apods
armazenamento. Todavia, baixas concentragdes de lactose ndo causaram aumento no tamanho
de goticula, nem forneceram liberagdo de oleo para as superficies do po.

A microencapsulacdo por atomizagdo de Penicillium frequentans utilizando leite
desnatado como material de parede e temperatura do ar de entrada de 150°C resultou em uma
sobrevivéncia de apenas 28% (GUIJARRO et al., 2006). Horaczek e Viernsteis (2004)
avaliaram a adicdo de uma mistura aquosa de leite desnatado e polivinilpirrolidona (PVP K90)
como matriz de encapsulagdo de conidios do fungo Beuveria brongniartii. Segundo os autores,
a secagem por spray drying apresentou sérios danos ao material fingico, resultando em um pé
com baixos valores de germinagdo, apds 24 horas de incubagao, de 36,7 + 6,9%, 35,0 = 7,8%
e 3,0 £2,1%, utilizando temperaturas do ar de entrada de 60°C, 80°C e 100°C, respectivamente,
sendo que uma amostra controle da solu¢do alimentada ao secador apresentou apos 24 h de

incubacdo 96,4 + 1,5% de germinagdo. Jin e Custis (2011) fizeram um estudo de
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microencapsulacdo com 2% (massa/volume) de solugdo, e diferentes niveis de temperatura
Ti/To (Temperatura de entrada/Temperatura de saida) (°C), variando a Ti do ar de 40 a 140°C
para a microencapsulacao de conidios de Trichoderma harzianum. Os experimentos mostraram
que os melhores resultados de UFC g'! foram nas temperaturas de 50 a 81°C, sendo a
configura¢dao de 60/31°C (Ti/To) a de maior SP (%), aproximadamente 70%, sendo que os
valores de CFU variaram de 5 x 10'° 34 5,8 x 10'° Log UFC g de pé. E configuragdes com
temperaturas mais altas, 120/140°C (Ti/To) apresentaram os menores valores de UFC g'! de p9,
como era esperado (2,9 x 1082 6,9 x 108 Log UFC g! de p6 seco por spray drying).

As microscopias eletronicas de varredura dos conidios de Trichoderma asperellum
secos sem a adi¢do de material de parede e das microparticulas de conidios de Trichoderma
asperellum produzidas com os materiais de parede (SU, MD20, GA, WP e LA) sdo mostradas
na Figura 3.3.
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Figura 3.3. Micrografias eletronicas de varredura de microparticulas secas por spray drying
(fotos tiradas a 9000 x): a) controle; b) spray dryer SU; ¢) spray dryer MD20; d) spray dryer
GA; e) spray dryer WH; f) spray dryer LA.
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Observa-se pela Figura 3.3 (a), em que se tem a amostra controle, que os esporos estdo
livres e sem qualquer revestimento. Constata-se a presenca de conidios com a membrana
rompida e/ou deformada, muitos apresentam-se também murchos e danificados, impedindo
assim o desenvolvimento dos mesmos, o que justifica os baixos valores de conidios viaveis e

percentual de sobrevivéncia. Segundo Maheshwari (2000) componentes celulares sao
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normalmente danificados pelo calor, pois quando aquecidos a determinadas temperaturas as
enzimas ¢ as membranas dos fungos mudam sua estrutura, comprometendo a prote¢do e
regulagao do ambiente celular, afetando drasticamente seu desenvolvimento.

Nas microscopias das formulagdes produzidas utilizando materiais de parede (Figura
3.3 —Db af) verifica-se que suas morfologias sdo claramente diferentes da controle, apresentando
formag¢do de uma estrutura ao redor dos conidios em todos os tratamentos. Todas as
formulacdes apresentaram-se (Figura 3.3 — ¢ a f), com excessdao da formulagdo com sacarose
(Figura 3.3 - b), formagao de matriz irregular, de formato indefinido, com particulas deformadas
e amolgadas, e de tamanhos variados, sendo estas morfologias caracteristicas de pds secos por
spray drying (TONON et al., 2011; DI-BATTISTA et al., 2015), sendo que neste trabalho as
particulas com maior semelhanca morfologicamente sdo as de maltodextrina DE20 e goma
arabica, semelhanga esta também observada no trabalho de Battista et al. (2015). Na formulagao
com sacarose (Figura 3.3 - b) foi verificado que a maior parte das particulas apresenta-se com
uma matriz regular e de formato esférico, ndo sendo encontrados conidios descobertos.

Nao foi verificado nenhum esporo sem cobertura nas formulagdes contendo MD20 e
soro de leite, o que pode justificar os 92,89 + 1,47% e 82,84 + 2,35% de sobrevivéncia dos
conidios, respectivamente. A morfologia das particulas deste estudo formuladas com MD20 ¢
semelhante com as imagens do trabalho de Mufoz-Celaya (2012) que microencapsularam
conidios de Trichoderma harzianum por spray drying, utilizando temperatura de entrada do ar
de 150°C e maltodextrina DE10 e goma arabica como materiais de parede.

Nas formulagdes contendo goma arédbica (Figura 3.3 - d) e lactose (Figura 3.3 - f) foi
verificada a presenga de alguns esporos sem cobertura de material de parede. Acredita-se que a
solubilidade da goma ardbica (13,23 + 1,1) e da lactose (5,46 + 0,42) tenham influenciado nestes
resultados, uma vez que esses materiais sdo menos soluveis que a sacarose (99,68 £ 0,18) e
maltodextrina DE20 (92,72 + 0,48) por exemplo, que se solubilizam e espalham melhor na
suspensao de conidios de Trichoderma asperellum. Ainda assim, o percentual de sobrevivéncia
dos conidios utilizando goma ardbica (81,59 = 0,37%) foi considerado satisfatério em

comparagio com outros estudos (JIN e CUSTIS, 2011; MUNOZ-CELAYA, 2012).
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3.4 Consideracdes finais

O maior percentual de morte dos conidios de Trichoderma asperellum, sem protegao,
foi obtido quando se utilizou temperaturas de secagem acima de 90°C, sendo que na
temperatura de 110°C ocorreu total letalidade dos conidios.

A aplicag¢do de sacarose, maltodextrina DE20, goma ardbica, soro de leite e lactose
como materiais de parede promoveu a formagao de microparticulas de conidios de Trichoderma
asperellum por spray drying. Todos apresentaram caracteristicas favoraveis a técnica de
microencapsulagdo por spray drying, uma vez que apresentaram altas ou moderadas
solubilidade em 4gua, além de baixos valores de umidade e atividade de 4gua, que podem afetar
positivamente o acondicionamento dos produtos encapsulados ao longo do tempo. Dentre os
materiais de parede estudados o que apresentou os melhores resultados de CV (%) e SP (%) foi
a maltodextrina DE20, seguida do soro de leite, goma ardbica, sacarose e lactose.

De acordo com a avaliagdo morfolégica, em todas as formulacdes averiguadas
observou-se que os tamanhos das particulas ndo foram homogéneos, o que, entretanto, nao ¢
visto como um problema, pois a viabilidade dos conidios nao foi afetada. Nao foi observado
fissuras ou fissuras aparentes na parede das microparticulas, o que colaborou para prote¢ao dos
conidios.

De forma geral, acredita-se que os resultados de microencapsulacdo foram
satisfatorios, de acordo com o observado na literatura e uma vez que a maioria dos tratamentos
possibilitou cobertura total ao redor de todos os conidios e apenas alguns esporos de algumas

formulacdes estavam descobertos, como pode ser verificado pelas microscopias.
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CAPITULO 4: OTIMIZACAO DO PROCESSO DE MICROENCAPSULACAO DOS
CONIDIOS DE TRICHODERMA ASPERELLUM POR SPRAY DRYING

4.1 Introducao

A viabilidade dos microrganismos que atuam no controle biolégico ¢ afetada por
diversos fatores, incluindo, altos valores de atividade de 4gua (aw) em casos de formulagdes
liquidas (SRIRAM et al., 2011), temperaturas elevadas em processos de secagem (JIN,
CUSTIS, 2011), tempo e temperatura de armazenamento (MUNOZ-CELAYA et al., 2012;
BROECKX et al., 2017; REYES, et al., 2018), contaminacao do meio e estresse oxidativo
(REYES et al., 2018).

Atualmente as pesquisas tém se voltado para o uso de planejamentos estatisticos e
conjuntamente para o aperfeicoamento de modelos que descrevam adequadamente processos
de secagem e microencapsulacdo de microrganismos (CHANDRAMOULIA et al., 2004;
CHAVEZ, LEDEBOER, 2007; KOC et al., 2010; ANEKELLA, ORSATB, 2013) de forma a
obter otimizagao de processos (COSTA et al., 2015).

A aplicag¢do da metodologia de planejamento estatistico, em estudos que possuem um
numero elevado de varidaveis que podem influenciar no processo ¢ importante, uma vez que
permite o estudo do grau de influéncia destas e de suas interagdes no sistema. Permite também
reduzir o nimero de experimentos em determinado estudo, dessa forma diminuindo tempo e
recursos financeiros necessarios para uma investigagao experimental (SILVA et al., 2008).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da temperatura do ar de
secagem e da concentracdo de maltodextrina sobre as caracteristicas dos pos de conidios de
Trichoderma asperellum produzidos pelo processo de spray drying, por meio de um
planejamento composto central (PCC) visando a determina¢do das condigdes Otimas de
processamento por meio de metodologia de superficie de resposta e modelos matematicos, além

de caracterizar por testes fisico-quimicos, microbiologicos e morfoldgicos o material resultante.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Suspensao de conidios de Trichoderma asperellum e material de parede

As suspensdes de Trichoderma asperellum foram caracterizadas antes de cada
experimento em relacdo a: umidade, germinacdo, concentragdo de conidios e UFC, conforme
descrito nos itens 2.2.4.1, 2.2.4.5, 2.2.4.6 e 3.2.3.2, respectivamente.

Maltodextrina DE20 (Galena, Brasil) foi utilizada como material de parede na
realizagdo dos ensaios de microencapsulacdo dos conidios de Trichoderma asperellum deste
capitulo. A escolha deste material foi baseada nos resultados dos estudos anteriormente

realizados (Capitulo 3).

4.2.2 Microencapsulagao por spray drying

A suspensdo de Trichoderma asperellum com o material de parede foi mantida a
temperatura ambiente e sob agitacdo constante durante sua alimentagdo no spray dryer. Em
todos os experimentos foram utilizadas a vazao de alimentagao da amostra ao secador de 0,6 L
h'!, avazio do ar de secagem de 9,90 x10* L h'! e a vazio do ar de atomizacio de 2.400 L h-
1

Baseado nos estudos dos capitulos anteriores identificou-se que as varidveis mais
importantes a serem investigadas no processo de microencapsulacdo dos conidios de
Trichoderma asperellum foram a temperatura de entrada do ar de secagem e a concentragao do
material de parede.

Ap0s a defini¢do das faixas de operacdo das variaveis temperatura de entrada do ar e
concentragdo do material de parede para estabelecer os parametros dos ensaios de
microencapsulagdao, empregou-se um PCC do tipo rotacional, com trés réplicas no ponto
central, totalizando 11 experimentos, tendo como varidveis resposta o rendimento de secagem,
umidade das microparticulas, conidios viaveis (CV) e percentual de sobrevivéncia (SP) dos
conidios. A Tabela 4.1 apresenta os niveis utilizados e o PCC completo. As faixas de variagdo
entre o limite inferior e o superior para as varidveis independentes (temperatura de entrada do
ar e concentracdo de maltodextrina) foram determinadas de acordo com testes preliminares e

outros trabalhos da literatura que microencapsularam conidios de 7Trichoderma.
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Para melhor padronizac¢ao da quantidade de material de parede adicionado a suspensao
de conidios de Trichoderma asperellum estabeleceu-se a relacdo definida por massa seca de

conidios de Trichoderma asperellum/massa seca de material de parede (MD20).

Tabela 4.1. Planejamento composto central empregado nos ensaios de microencapsulacio por
spray drying utilizando maltodextrina DE20 como material de parede.

Experimento Te (°C) Concentracio [MS Ta/MS de MD20]
1 -1 (60 °C) -1(1:1,4)
2 -1 (60 °C) 1(1:8,4)
3 1 (100 °C) -1(1:1,4)
4 1 (100 °C) 1(1:8,4)
5 -a (51,8 °C) 0(1:4,9)
6 a (108,2 °C) 0(1:4,9)
7 0 (80 °C) -a(1:0)
8 0 (80 °C) a (1:9,8)
9 0 (80 °C) 0(1:4,9)
10 0 (80 °C) 0 (1:4,9)
11 0 (80 °C) 0(1:4,9)

T.— Temperatura de entrada do ar de secagem; MS — Massa seca; Ta — Conidios de
Trichoderma asperellum; MD20 — Maltodextrina DE20.

Apbs o processo de spray drying todos os pos produzidos foram caracterizados quanto
a: umidade, atividade de agua, higroscopicidade, solubilidade em agua e MEV. Para realizar as
analises microbiologicas os pos foram reidratados até a mesma concentragao de esporos da
solucdo alimentada ao secador; e caracterizados quanto a germinacao e UFC, com objetivo
principal de avaliar a quantidade de conidios viaveis (CV) e o percentual de sobrevivéncia dos

conidios.

4.2.3 Otimizaciao do processo e validacio experimental

Com o objetivo de encontrar as melhores condicdes operacionais para a
microencapsulagao dos conidios de Trichoderma asperellum por spray drying o processo foi
otimizado pela metodologia de superficie de respostas (MSR) descrita por Box, Hunter & Huter
(1978), com base nos dados PCC. Em seguida utilizando as equacdes do modelo obtidas usou-

se o software Matlab para fazer a juncao das curvas de contorno e encontrar a regido otimizada.
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Os critérios que se desejou alcangar com a otimizagdo do processo foram: alta
viabilidade do microrganismo, além de baixa umidade dos pds microencapsulados e alto
rendimento de secagem. Dessa forma, as respostas do sistema tém que ser otimizadas
simultaneamente, portanto, as respostas de conidios viaveis e percentual de sobrevivéncia
foram analisadas considerando satisfatorias as faixas de umidade inferior a 6% e rendimento de

secagem acima de 50%.

4.2.4 Ensaios de caracterizacio da suspensio dos conidios e das microparticulas

4.2.4.1 Analises experimentais

A umidade das solugdes de Trichoderma asperellum e das microparticulas foi
determinada de acordo com a metodologia descrita no item 2.2.4.1. A atividade de 4gua (aw),
higroscopicidade e solubilidade foram determinadas conforme as metodologias expostas nos
items 2.2.4.2,2.2.4.3 ¢ 2.2.4.4, respectivamente.

Para avaliar a porcentagem de CV apds o processo de spray drying realizou-se o teste
de germinagdo, conforme apresentado no item 2.2.4.5. Para a contagem do niimero de UFC e
calculo do percentual de sobrevivéncia dos conidios ap6s o processo de spray drying foi seguida
a metodologia descrita no item 3.2.3.2

As microscopias eletronicas de varredura foram obtidas de acordo com a metodologia
apresentado no item 3.2.3.3. A distribui¢do do tamanho de particulas das microparticulas de
conidios de Trichoderma asperellum obtidas apos o processo de spray drying foi avaliada pela
técnica de difragdo a laser utilizando o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Reino Unido). Para fazer a dispersdo do material em po a ser analisado foi utilizado alcool

isopropilico.
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4.3 Resultados

4.3.1 Planejamento composto central

Os resultados de rendimento de secagem RS (%), umidade (%), conidios vidveis CV
(%) e percentual de sobrevivéncia SP (%) em fun¢do das condi¢des experimentais do PCC

realizado utilizando MD20 como material de parede estdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Resultados do planejamento composto central realizado utilizando MD20 como

material de parede.

Exp. T.(°C) [MSTa/MS MD20] RS (%) Umidade (%) CV (%) SP (%)
1 60 1:1,4 54,84 7,80 + 0,05 82,88 + 2,14 75,45 + 3,87
2 60 1:8,4 51,04 5,87 + 0,04 83,22 + 5,34 83,32 + 3,98
3 100 1:1,4 67,27 3,31+ 0,03 8,90 + 1,57 19,93 + 2,60
4 100 1:8,4 59,69 4,06+ 0,05 5,82 + 0,59 7,03 + 0,09
5 51,8 1:4.9 36,50 7,01 £ 0,09 92,76 + 2,60 89,02 + 1,73
6 108,2 1:4.9 76,37 1,57 0,04 0,69 + 0,60 0,10+ 0,18
7 80 1:0 56,32 3,70+ 0,04 67,12+ 1,57 67,55 + 1,66
8 80 1:9,8 56,47 3,62 + 0,08 93,90 + 1,17 86,99 + 3,20
9 80 1:4,9 65,19 3,78 + 0,05 86,90 + 2,07 83,30 + 3,77
10 80 1:4,9 50,70 3,38 + 0,09 81,03 +2,39 81,90 + 1,75
11 80 1:4,9 67,11 4,17 + 0,06 83,10 + 3,33 80,23 + 1,84

Sendo: Exp. — Experimento; T.— Temperatura de entrada do ar de secagem; MS — Massa seca; Ta —
Conidios de Trichoderma asperellum; RS — Rendimento de secagem; CV — Conidios vidveis; SP —
Perncentual de sobrevivéncia.

Maa et al. (1998) relatam que as configuragdes das variaveis do spray dryer podem
aumentar a eficiéncia de coleta de produtos, contudo, a deposicdo de p6 nas paredes do
equipamento ¢ um dos fatores que limita a recuperacao do material. Pela Tabela 4.2 pode-se
verificar que o rendimento de secagem neste estudo variou de 50,7% (Experimento 10) a
76,37% (Experimento 6). No trabalho de MAA et al. (1998) foi investigado o desempenho de
um spray dryer para preparacdo de polpa de tomate em p6. Os autores verificaram que os
residuos de material presentes na camara de secagem e no ciclone sdo significativos e causaram
diferencas no rendimento do processo. Além disso, os autores também verificaram que os
valores alcangados de eficiéncia de coleta de p6 foram fung¢do da temperatura do ar de entrada

e das vazdes de alimenta¢do de ar e de produto. Segundo Liang e King (1991) e Maa et al.(1998)
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as incrustagdes influenciam no rendimento de p6 coletado uma vez que afeta o processo de
transferéncia de calor entre os fluidos em movimento dentro da camara de secagem.

Pode-se observar pela Tabela 4.2 que altas temperaturas de entrada de ar 100 e
108,2°C, dos experimentos 3, 4 e 6, influenciaram negativamente nos conidios viaveis (CV) e
no percentual de sobrevivéncia dos conidios (SP).

Os resultados de umidade do material seco no spray dryer foram mais altos, na faixa
de 7%, nos experimentos 1 e 5, ja que foram realizados com baixas temperaturas de entrada do
ar de secagem de 60 e 51,8°C, respectivamente. No experimento 2 como se usou a relagao
maior de massa seca de material de parede em relagdo a massa seca de conidios no valor de
01:8,4 foi possivel obter um valor de umidade menor de 5,87%.

No estudo do planejamento composto central observou-se um alto percentual de
sobrevivéncia em torno de 80% que foram obtidos em temperaturas de 80°C e relagdo de
material de parede sobre a massa seca de conidios acima de 1:4,9. No trabalho de Ma et al.
(2015) foi observado que a taxa de sobrevivéncia de B. subtilis microencapsulado por spray
drying utilizando maltodextrina como material de parede foi superior a 90%, utilizando
temperatura do ar de entrada de 145°C e 0,55 L h'! de vazio de alimentagdo da amostra ao
secador. Com os resultados obtidos experimentalmente para o rendimento de secagem (RS),
umidade das microparticulas (umidade), conidios viaveis (CV) e percentual de sobrevivéncia
(SP), utilizou-se o Software Statistica para analisar as respostas do planejamento composto

central utilizando teste t-Student com nivel de significancia de 10%.

4.3.1.1 Analise dos resultados obtidos para a variavel resposta: Rendimento de secagem

Na Tabela 4.3 estdo os pardmetros lineares (L), os termos quadraticos (Q) e as
interacdes entre as variaveis temperatura do ar de entrada (T¢) e concentragdo de maltodextrina
([MP]) para a variavel resposta rendimento de secagem, juntamente com os coeficientes de
regressao, desvio padrdo do pardmetro estimado e valores de p, para o nivel de significancia de

10%.
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Tabela 4. 3. Resultado da regressao multipla aplicada ao PCC sobre o resultado de rendimento
de secagem.

Coeficiente de Desvio

Termo regressao padrao F

Constante 61,00 4,76 0,00
Te (L) 9,68 2,91 0,02
Te (Q) -1,83 3,47 0,62
[MP] (L) -1,40 2,92 0,65
[MP] (Q) -1,85 3,47 0,62
Te x [MP] -0,95 4,12 0,83

Nota: Os termos estatisticamente significativos estdo em negrito. R>=0,70. Sendo: T. — Temperatura de entrada do
ar de secagem; L — Linear; Q — Quadratico; [MP] - [Massa seca de conidios de Trichoderma asperellum /| Massa
seca de Maltodextrina DE20].

Utilizando os resultados do rendimento de secagem expostos na Tabela 4.3, apos a
regressao multipla, obteve-se a equacdo com os parametros significativos, Equagdo 4.1 com

coeficiente de determinagao de 70%.

Rendimento de secagem (%) = 61,00 + 9,68Te (4.1)

De acordo com a Equacdo 4.1, pode ser avaliado por meio dos coeficientes de
regressdo que dentre as variaveis estudadas, apenas a temperatura de entrada influencia no
rendimento de secagem, que um aumento na temperatura do ar de entrada no secador influencia

positivamente no rendimento de secagem.
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Realizando a andlise de variancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.4, verifica-se que
0 Fcac=8,20, foi significativo (p=0,01) para o termo linear da Temperatura do ar de entrada,

para um nivel de significancia de 10%.

Tabela 4.4. Andlise de varidncia para a varidvel resposta rendimento de secagem para o
planejamento composto central.

Fonte de variaciao GL Soma quadratica Média quadratica  Fealc. p
Regressao 2 765,48 382,74 8,20 0,01
Residuos 8 373,28 46,66

Total 1138,76

Nota: Os termos estatisticamente significativos estdo em negrito. R?=0,70.

A avali¢@o dos residuos versus valores preditos apresentados pela Figura 4.1 mostra
que os residuos estdo distribuidos aleatoriamente em torno de zero, portanto a variancia ¢

constante para os valores de resposta e os dados nao apresentam tendéncia em sua distribuigao.

Figura 4. 1 Valores preditos versus residuos para a varidvel resposta rendimento de secagem.
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4.3.1.2 Anadlise dos resultados obtidos para a variavel resposta: Umidade

Na Tabela 4.5 estdo apresentados os parametros lineares (L), os termos quadraticos
(Q) e as interacdes entre as variaveis temperatura do ar de entrada (Ti) e concentra¢do de

maltodextrina [MP] para a variavel resposta umidade das microparticulas, juntamente com os
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coeficientes de regressdo, desvio padrao do parametro estimado e valores de p, para o nivel de

10% (0=0,10).

Tabela 4. 5. Resultado da regressdo multipla aplicada ao PCC sobre o resultado de umidade
das microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum.

Coeficiente de  Desvio

Termo regressio padrio P

Constante 3,78 0,51 0,00
Temperatura (L) -1,75 0,31 0,00
Temperatura (Q) 0,58 0,38 0,18
[MP] (L) -0,16 0,32 0,63
[MP] (Q) 0,26 0,38 0,52
Te x [MP] 0,67 0,45 0,19

Nota: Os termos estatisticamente significativos estio em negrito. R?=0,88. Sendo: L — Linear; Q — Quadratico;

[MP] - [Massa seca de conidios de Trichoderma asperellum / Massa seca de Maltodextrina DE20].

Utilizando os resultados da umidade das microparticulas exibidos na Tabela 4.5, apds

a regressdo multipla, foi obtido a equag¢do para o modelo reduzido com os parametros

significativos, Equagdo 4.2.

Umidade (%) = 3,78 - 1,75Te

(4.2)

Pela Equacao 4.2, pode ser verificado por meio dos coeficientes de regressdo que um

aumento na Temperatura do ar de entrada no secador causa diminuicdo no percentual de

umidade das microparticulas. Jin e Custis (2011) avaliaram o processo de microencapsulacao

de conidios de Trichoderma harzianum com temperaturas variando de 40 a 140°C, e

observaram que em temperaturas do ar de entrada muito baixas ocorria condensagdao de agua

na parede da camera de secagem, fato que indica que o processo nao estava adequado.

Entretanto, em temperaturas elevadas o processo operava normalmente.
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Realizando a andlise de variancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.6, verifica-se que
0 Feac=12,74, foi significativo (p=0,003) para um nivel de significancia de 10%. Esses
resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais € previstos pelo

modelo, expresso na Tabela 4.6 e Figura 4.5.

Tabela 4.6. Analise de variancia para a variavel resposta umidade das microparticulas para o
planejamento composto central.

Fonte de variacao GL Soma quadratica Média quadratica Feac. p

Regressao 2 24,68 12,34 12,74 0,003
Residual 8 7,75 0,97
Total 32,43

Nota: Os termos estatisticamente significativos estdo em negrito. R?=0,88.

O coeficiente de determinagdo obtido apdés o ajuste dos modelos aos dados
experimentais (Equacao 4.4) indica uma boa concordancia entre os valores experimentais € 0s
previstos pelo modelo, 88% da variabilidade dos dados experimentais de umidade foram

explicados pela equagdo proposta.
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Pela Figura 4.2 verificou-se que os residuos estdo distribuidos de forma aleatéria em
torno de zero, indicando varidncia constante para os valores de resposta e que os dados nao

estdo tendenciosos.

Figura 4. 2. Valores preditos versus residuos para a variavel resposta umidade.
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4.3.1.3 Analise dos resultados obtidos para a varidvel resposta: Conidios vidveis

Na Tabela 4.7 estdo os parametros lineares (L), os termos quadraticos (Q) e as
interagdes entre as variaveis temperatura do ar de entrada (T¢) e concentracdo de maltodextrina
[MD20] para a variavel resposta conidios vidveis das microparticulas, juntamente com os
coeficientes de regressdo, erros padrao e valores de p, para o nivel de 10% (0=0,10) de
significancia.

Tabela 4.7. Resultado da regressao multipla aplicada ao PCC sobre o resultado de conidios
vidveis das microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum.

Coeficiente Erro

Termo de regressio padrio P

Constante 83,68 7,99 0,00
Temperatura (L) -35,20 4,89 0,00
Temperatura (Q) -23,08 5,82 0,01
[MP] (L) 4,39 4,89 0,41
[MP] (Q) -6,19 5,82 0,34
Te x [MP] -0,86 6,92 0,91

Nota: Os termos estatisticamente significativos estdo em negrito. R?>=0,93. Sendo: L — Linear; Q — Quadritico;
[MP] - [Massa seca de conidios de Trichoderma asperellum / Massa seca de Maltodextrina DE20].
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Utilizando os resultados dos conidios vidveisexibidos na Tabela 4.7, ap0ds a regressao
multipla, foi obtido a equacdo para o modelo reduzido com os parametros significativos,

Equagao 4.3 (parametros significativos).

Conidios vidveis (%) = 83,68 —35,20Te — 23,08 Te? (4.3)

De acordo com a Equacao 4.3, pode ser verificado por meio dos coeficientes de
regressao que um aumento na temperatura do ar de entrada, tanto nos termos lineares quanto
nos quadraticos, causa diminui¢do no percentual de conidios vidveis. Jin e Custis (2011)
avaliaram no processo de microencapsulagdo de conidios de Trichoderma harzianum que com
temperaturas do ar de entrada de 140°C era observado baixa sobrevivéncia dos conidios,
enquanto que em 60°C a porcentagem de sobrevivéncia foi a mais elevada.

Na Tabela 4.8 esta apresentada a analise de variancia para o planejamento composto
central no estudo da influéncia da temperatura do ar de entrada e concentracao de maltodextrina
na variavel resposta conidios vidveis. Verificou-se que os Fcac=10,14 foi significativo

(p=0,006) para um nivel de significancia de 10%.

Tabela 4.8. Analise de variancia para a variavel resposta conidios vidveis para o planejamento
composto central.

Fonte de variacio GL  Soma quadratica Média quadratica Fcac. p
Regressao 2 10.064,79 5.032,40 10,14 0,006
Residuos 8 3.971,05 496,38

Total 14.035,85

Nota: Os termos estatisticamente significativos estdo em negrito. R?=0,93.

O coeficiente de determinacdo obtido apds o ajuste dos modelos aos dados
experimentais (Equacdo 4.3) indica uma boa concordancia entre os valores experimentais € 0s
previstos pelo modelo, em que 93% da variabilidade dos dados experimentais de conidios

vidveis foram explicados pela equagao proposta.
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Pela Figura 4.3 nota-se que os residuos estdo distribuidos de forma aleatoria em torno
de zero, indicando variancia constante para os valores de resposta e que os dados ndo

apresentaram tendéncia.

Figura 4. 3. Valores preditos versus residuos para a variavel resposta conidios viaveis.
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4.3.1.4 Anadalise dos resultados obtidos para a variavel resposta: Percentual de sobrevivéncia

Na Tabela 4.9 estdo os parametros lineares (L), os termos quadraticos (Q) e as
interagdes entre as varidveis temperatura do ar de entrada (T;) e concentragdo de maltodextrina
(MD20) para a variavel resposta percentual de sobrevivéncia, juntamente com os coeficientes

de regressao, erros padrdo e valores de p, para o nivel de 10% (a=0,10) de significancia.



113

Tabela 4.9. Resultado da regressdo multipla aplicada ao PCC sobre o resultado do percentual
de sobrevivéncia dos conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados.

Coeficiente de Erro P

Termo regressao padrao

Constante 81,81 6,12 0,00
Temperatura (L) -32,19 3,74 0,00
Temperatura (Q) -22,24 4,46 0,00
[MP] (L) 2,81 3,74 0,49
[MP] (Q) -5,89 4,46 0,24
Te x [MP] -5,19 5,30 0,37

Nota: Os termos estatisticamente significativos estio em negrito. R?=0,95. Sendo: L — Linear; Q — Quadratico;
[MP] - [Massa seca de conidios de Trichoderma asperellum / Massa seca de Maltodextrina DE20].

Utilizando os dados do percentual de sobrevivéncia dos conidios microencapsulados
apresentados na Tabela 4.9, ap6s a regressdo multipla, foi obtido a equagdo para o modelo

reduzido com os pardmetros significativos, Equacao 4.4.

Percentual de sobrevivéncia (%) = 81,81 — 32,19Te — 22,24Te? 4.4)

De acordo com a Equacdo 4.4, pode ser verificado por meio dos coeficientes de
regressao que um aumento na temperatura do ar de entrada, tanto nos termos lineares quanto
nos quadraticos, causou diminui¢ao no percentual de sobrevivéncia dos conidios. Jin e Custis
(2011) avaliaram no processo de microencapsulacdo de conidios de Trichoderma harzianum
que com temperaturas do ar de entrada variando de 40 a 140°C os piores resultados de
sobrevivéncia dos conidios obtidos foram para altas temperaturas, entre 120-140 °C.

A Tabela 4.10 apresenta a analise de variancia para o planejamento composto central
no estudo da influéncia da temperatura do ar de entrada e concentracdo de maltodextrina na
variavel resposta percentual de sobrevivéncia. Verificou-se que o Fcac=9,64 foi significativo
(p=0,007) para o termo linear e quadratico da temperatura do ar de entrada, respectivamente,

para um nivel de 10% de significancia.
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Tabela 4.10. Analise de variancia para a varidvel resposta percentual de sobrevivéncia para o
planejamento composto central.

Soma de
Fonte de variacio GL Quadrado médio Fealc p
quadrados
Regressiao 2 8.354,14 4.177,07 9,64 0,007
Residuos 8 3.466,26 433,28
Total 11.820,40

Nota: Os termos estatisticamente significativos estdo em negrito. R?=0,95.

O coeficiente de determinagdao obtido apds o ajuste dos modelos aos dados
experimentais (Equagao 4.8) indica uma boa concordancia entre os valores experimentais € 0s
previstos pelo modelo, em que 95% da variabilidade dos dados experimentais de percentual de
sobrevivéncia dos conidios foram explicados pela equacdo proposta. Observou-se que a assim
como no percentual de conidios vidveis a temperatura de entrada do ar de secagem, tanto o
termo linear como o quadratico, foi a variavel que influenciou no percentual de sobrevivéncia
dos conidios ao nivel de 10% de significancia, sendo o termo linear o mais acentuado.

Pela Figura 4.4 nota-se que os residuos estao distribuidos de forma aleatoria em torno
de zero, indicando variancia constante para os valores de resposta e que os dados ndo

apresentam tendéncia.

Figura 4.4. Valores preditos versus residuos para a varidvel resposta percentual de

sobrevivéncia dos conidios microencapsulados.
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Com base nas equagdes dos modelos, obtidas por meio dos pardmetros significativos
do processo, pode-se observar que a temperatura de entrada do ar de secagem influenciou em
todas as respostas avaliadas. Porém, ficou evidente a necessidade de aplicacao do material de
parede como forma de prote¢ao dos conidios no processo de secagem, confirmado pelo teste de
letalidade apresentado no Capitulo 2, além de fornecer uma barreira fisica durante a vida de

prateleira do produto, como sera apresentado no Capitulo 5.

4.3.2 Analises microbiologicas

4.3.2.1 Germinacdo e conidios vidaveis

Os testes de germinagdo foram realizados nas microparticulas obtidas no planejamento
composto central. Na Figura 4.5 estdo apresentas as fotografias obtidas por microscopio 0ptico
do ensaio de germinacao dos esporos, realizado com os conidios microencapsulados por spray
drying utilizando maltodextrina DE20 como material de parede.

Percebe-se pela Figura 4.5 que o processo de secagem em spray dryer ndo impediu a
germinagdo dos conidios e seu crescimento durante o tempo de incubagdo em camara B.O.D.,
com excecdo dos Experimentos 3 (T. =100 °C e [1:1,4] massa seca de conidios de Trichoderma
asperellum/massa seca de maltodextrina DE20), 4 (Te = 100°C e [1:8,4] massa seca de conidios
de Trichoderma asperellum/massa seca de maltodextrina DE20) e 6 (T. = 108,2°C e [1:4,9]
massa seca de conidios de Trichoderma asperellum/massa seca de maltodextrina DE20). E estes
trés experimentos tiveram em comum temperatura de entrada do ar > 100°C, podendo, assim,
concluir que mesmo com altas concentracdes de material de parede nao foi possivel proteger

os conidios com temperaturas de secagem superior a 100°C.
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Figura 4.5. Germinacao dos conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados por
diferentes condi¢des experimentais definidas pelo PCC utilizando maltodextrina DE20 como
material de parede (Experimentos 1 ao 11).

4.3.2.2 Unidades formadoras de colonia

As formulagdes do produto da fermentagdo solida dos Trichoderma asperellum em
milheto e as microparticulas resultantes da secagem usando as condi¢des especificadas para o
PCC foram analisadas quanto as UFC. A Figura 4.6 apresenta as fotografias de placas contendo
as unidades formadoras de colonia das suspensdes de conidios de Trichoderma asperellum
utilizadas para preparagao das formulagdes microencapsuladas no planejamento composto
central (antes da secagem). Como pode ser visto pela Figura 4.7 ndo houve diferenca no

crescimento ou formato das colonias de Trichoderma asperellum ap6s se realizar o processo de
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microencapsulacdo por spray drying nas condi¢des especificadas do planejamento composto

central.

Figura 4.6. Unidades formadoras de colonia das suspensdes de conidios de Trichoderma
asperellum utilizadas para preparagdo das formulacdes microencapsuladas no planejamento
composto central.

Sendo: Item a) e item b) Unidades formadoras de colonia das dilui¢des -7; Item ¢) Unidades
formadoras de coldnia da diluigao -6.
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Figura 4.7. Unidades formadoras de colonia das microparticulas de conidios de Trichoderma
asperellum obtidas por diferentes condigdes experimentais definidas pelo planejamento
composto central utilizando maltodextrina DE20 como material de parede.
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4.3.2.3 Microscopia eletronica de varredura

As microscopias eletronicas de varredura dos experimentos do planejamento composto

central estdo representadas nas Figuras 4.8 e 4.9.

Figura 4.8. Microscopia eletronica de varredura para as microparticulas de conidios de
Trichoderma asperellum microencapsuladas por spray drying utilizando maltodextrina DE20
como material de parede no PCC (Experimentos 1 ao 6). FAproximagéo de 900

O.
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Figura 4.9. Microscopia eletronica de varredura para as microparticulas de conidios de
Trichoderma asperellum microencapsuladas por spray drying utilizando maltodextrina DE20
como material de parede no PCC (Experimentos 7 ao 11). Aproximagao de 9000 x.
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Pelas Figuras 4.8 e 4.9 observou-se formacdo de microparticulas em todos os
experimentos, com exce¢cdo do Experimento 7 (Te = 80°C e [1:0] massa seca de conidios de
Trichoderma asperellum/massa seca de MD20) que ndo houve adi¢do de maltodextrina DE20
como material de parede, estando os esporos, portanto, livres e sem qualquer revestimento. Na

imagem do Experimento 3 (Te = 100°C e [1:1,4] massa seca de conidios de Trichoderma
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asperellum/massa seca MD20) constatou-se a presenga de particulas com cobertura e conidios
livres sem protecao, tal fato provavelmente ocorreu devido a baixa concentracdo do material de
parede (MAHESHWARI, 2000).

Pela imagem do experimento 4 (Te = 100°C e [1:8,4] massa seca de conidios de
Trichoderma asperellum/massa seca de MD20) e 8 (Te = 80°C e [1:9,8] massa seca de conidios
de Trichoderma asperellum/massa seca de maltodextrina DE20) verificou-se que mesmo com
alta concentragdo de material de parede sdo encontrados alguns esporos sem revestimento.

Comparando-se todas as imagens das Figuras 4.8 e 4.9 percebeu-se que em todos os
experimentos, com excec¢dao do experimento 3 € 7 com baixa ou nenhuma concentracao de
material de parede, houve formagdo de um revestimento grosso e espesso nos conidios,
comparando com os conidios livres. Este revestimento proporcionou a protecao dos conidios
durante o processo de desidratagdo, explicando-se assim as porcentagens maiores de CV e EM
em comparagdo com o experimento sem adi¢do de material de parede. A maior parte das
particulas apresenta-se com uma matriz irregular, de formato indefinido, tamanhos variados e
superficies enrugadas. De acordo com Saénz et al. (2009) as superficies enrugadas podem ser
associadas ao rapido processo de evaporacao de dgua a qual as amostras sdo atribuidas durante
a secagem por spray drying.

A morfologia das particulas deste estudo € semelhante com as das microparticulas de
Trichoderma harzianum com adicdo de maltodextrina DE10 como material de parede no
trabalho de Mufioz-Celaya (2012) obtidas por spray drying e com temperatura de entrada do ar
de secagem de 150°C.

4.3.2.4 Anadlise de distribuicdo de tamanho de particulas

Os resultados da andlise de distribuicdo de tamanho de particulas para alguns
experimentos do planejamento composto central utilizando maltodextrina DE20 como material

de parede das microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum sdo apresentados na

Tabela 4.11 e Figura 4.10.
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Tabela 4. 11. Distribui¢do do tamanho de particulas, span e uniformidade das microparticulas
de conidios de Trichoderma asperellum para o planejamento composto central.

Exp. Ti(°O) [MS Ta/MS MD20] dos (um) dos(um) doo(um) Span  Uniformidade

1 60 1:1,4 1,56 5,78 11,76 1,76 0,53
2 60 1:8,4 1,42 6,36 13,23 1,72 0,50
5 51,8 1:4.9 1,07 2,77 4,78 1,34 0,40
6 108,2 1:4,9 1,37 6,07 12,07 1,76 0,52
7 80 1:0 2,15 4.4 9,52 1,68 0,54
8 80 1:9,8 1,34 6,68 12,63 1,69 0,49
11 80 1:4,9 1,24 3,78 7,61 1,68 0,51

Sendo: Exp. — Experimento; Te — Temperatura de entrada do ar de secagem; MS — Massa seca,;
Ta — Conidios de Trichoderma asperellum; MD20 — Maltodextrina DE20.

Os termos do,1, do s € do,o, representam o diametro da esfera equivalente abaixo do qual
se encontram 10%, 50% e 90% das particulas da amostra, respectivamente (TRIBOLI, 2014).

Neste estudo os valores de do,1 variaram de 1,07 a 2,15 um. Os valores de do 5 variaram
de 2,77 4 6,86 um e de doode 4,78 a 13,23 um.

Jin e Custis (2011) microencapsularam conidios de Trichoderma harzianum utilizando
sacarose como material de parede, sendo empregado um mini spray dryer (B-290 - BUCHI
Labortechnik AG, Flawil, Sui¢a) e velocidade de alimentagdo de aproximadamente 3 mL por
minuto. Segundo os autores o tamanho de microparticulas de conidios obtidos no repectivo
trabalho foi considerado muito pequeno, em torno de 10-25 pm, entretanto tamanhos de
particulas maiores ou menores podem ser obtidos dependendo dos ajustes da vazdo de
alimentacdo do atomizador e da bomba.

No trabalho de Ma et al. (2015) as microparticulas de Bacillus subtilis B99-2 obtidas
por spray drying utilizando maltodextrina como material de parede apresentaram tamanho
médio de particulas de 7-14 pm.

O Span ¢ avaliado com base nos didmetros do,1, dos € do,9. Este nimero representa uma
medida da largura de distribuicao do tamanho de particulas e do indice de dispersao das mesmas

em determinada amostra. Pode ser calculado pela Equacao 4.9 (TRIBOLI, 2014):

d(x,0,9)—d(x,0,1)

Span = d (x,0,5)

(4.9)

em que: x representa o tipo de distribuicao (volume, superficie, comprimento, numérica,etc) e
d corresponde aos didmetros baseado na distribuicdo de volume das partiuculas (10, 50 e 90)

(TRIBOLI, 2014).
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O tamanho e a distribui¢ao de particulas de uma dada amostra estdo relacionados com
caracteristicas operacionais do processo, tais como o tamanho e distribuicdo das gotas durante
o processo de atomizagdao do liquido alimentado ao secador (TRIBOLI, 2014). Tais fatores
influenciam nas propriedades de fluidez e umectabilidade de pés (BARBOSA-CANOVAS,
JULIANO, 2005). Particulas com boa fluidez oferecem facilidades no processamento e
formulagdo (JIN, CUSTIS, 2011).

Na Figura 4.10 estdo apresentados os diagramas de distribuicdo do tamanho de
particulas das microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum para alguns
experimentos do planejamento composto central (experimentos 1, 2, 5, 6, 7, 8 e 11) utilizando

maltodextrina DE20 como material de parede.



124

Figura 4.10. Distribuicdo do tamanho de particulas das microparticulas de conidios de
Trichoderma asperellum para o PCC.
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Sendo: Exp. — Experimento; Te — Temperatura de entrada do ar de secagem; MS — Massa
seca; CTA — Conidios de Trichoderma asperellum; MD20 — Maltodextrina DE20.

Observando-se os diagramas da Figura 4.10 verifica-se que todos apresentam aspectos
de distribuicdo semelhantes. Tal fato pode ser justificado pela fixagdo das varidveis vazao de
alimentacdo da amostra, vazdo de atomizagdo e vazao do ar de secagem, uma vez que essas
variaveis podem contribuir na formagado de particulas maiores ou menores.

Diante dos resultados de distribuicdo do tamanho de particulas do ponto central,
experimento 11 (Te =80°C e [1:4,9] massa seca de conidios de Trichoderma asperellum/massa

seca de MD20) observa-se que a dispersdo dos didmetros estd menor e mais simétrica, e ha
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formagdo de apenas um pico. Ja as outras amostras apresentam formacao de dois picos, sendo
0 primeiro proximo a regido de 1 pm. Acredita-se que este pico foi devido a formagdo de
particulas contendo apenas o material de parede, sem presenca de conidios no ntcleo, uma vez
que a massa de maltodextrina foi maior que a massa de conidios em todos os experimentos,

com excec¢do do experimento 7.

4.3.3 Otimizacao do processo

4.3.3.1 Anadlise das superficies de resposta

As superficies de resposta dos resultados do planejamento composto central estdo
apresentadas nas Figuras 4.11, 4.12, 4.13 e 4.14, em relacdo ao rendimento de secagem,
umidade das microparticulas, conidios vidveis e percentual de sobrevivéncia dos conidios,
respectivamente.

Na Figura 4.11 esta apresentada a superficie de resposta para o rendimento de secagem
do processo de microencapsula¢do dos conidios de Trichoderma asperellum por spray drying
em funcdo das varidveis temperatura de entrada do ar de secagem e concentracdo de
maltodextrina DE 20.

Verificou-se pela superficie de resposta, Figuras 4.11, que o aumento da temperatura
do ar de entrada ¢ significativo no aumento de rendimento do processo e que sua diminuigao
causa reducao no rendimento. Entretanto, € sabido que em condi¢des de temperaturas mais altas
ocorre diminui¢do da sobrevivéncia dos conidios apds o processo de microencapsulacdo por
spray drying, sendo esta a principal condi¢do a ser avaliada. A influéncia da concentragdo de
maltodextrina DE20 para o rendimento de secagem foi observada que a baixas concentracdes

de maltodextrina, abaixo de 1:7 obtveram os melhores resultados.



126

Figura 4.11. Superficie de resposta para o rendimento de secagem do processo de
microencapsulagao dos conidios de Trichoderma asperellum por spray drying em fungdo das

variaveis Temperatura de entrada do ar de secagem e Concentragdo de Maltodextrina DE20.
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Na Figura 4.12 estd ilustrada a superficie de resposta para a umidade das
microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum obtidas no processo de
microencapsulacio por spray drying em fungdo das variaveis temperatura do ar de entrada e
concentragao de maltodextrina DE20 como material de parede e a Figura 4.12 esboga as curvas
de nivel.

Neste planejamento composto central o valor de R? para a varidvel resposta umidade
foi de 0,88, dessa forma tem-se que o modelo explica 88% da variabilidade dos dados. Verifica-
se pela superficie de resposta e pela curva de nivel (Figura 4.12) que o aumento da temperatura
do ar de entrada ¢ significativo na reducdo de umidade das microparticulas. Valores de
temperatura entre 50°C e 60°C fornecem amostras com umidade em torno de 8%, enquanto que
temperaturas mais elevadas, 100°C a 110°C fornecem materiais com umidade entre 2% e 3%.
Entretanto, foi observado pelos experimentos que temperaturas de entrada do ar acima de 100°C
ndo sdo vidveis, devido as baixas porcentagens de sobrevivéncia dos conidios. A concentragao

de maltodextrina ndo se mostrou significativa.
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Figura 4.12. Superficie de resposta para a umidade das microparticulas de conidios de
Trichoderma asperellum microencapsulados por spray drying em fungdo das variaveis
temperatura de entrada do ar de secagem e concentracao de maltodextrina DE20.
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Na Figura 4.13 estdo retratadas a superficie de resposta e a curva de nivel para a
porcentagem de conidios vidveis das microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum
obtidas no processo de microencapsulacdo por spray drying em funcdo das varidveis
temperatura de entrada do ar de secagem e concentragdo de maltodextrina DE20 como material
de parede.

Juntamente com o valor do coeficiente de determinagio, R? = 0,93, que mostra que o
modelo explica 93% da variabilidade dos dados, ¢ valida a constru¢do das superficies de
resposta e curvas de nivel que apresentam o comportamento da varidvel conidios vidveis em
funcdo da Temperatura de entrada do ar de secagem e Concentragdo de Maltodextrina DE20 no
processo de microencapsulagao.

De acordo com a avaliagado grafica (Figuras 4.13) € possivel verificar que a regido com
o maior percentual de conidios viaveis estd concentrada em temperaturas do ar de entrada entre
55°C a 75°C e concentracao de maltodextrina DE20 entre 1:3 a 1:10 (massa seca de conidios

de Trichoderma asperellum/massa seca de maltodextrina DE20).
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Figura 4.13. Superficie de resposta para o percentual de conidios vidveis apds o processo de
microencapsulacio por spray drying em fun¢do das varidveis temperatura de entrada do ar de
secagem e concentragdo de maltodextrina DE20.
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Na Figura 4.14 estdo retratadas a superficie de resposta e a curva de nivel para o
percentual de sobrevivéncia no processo de microencapsula¢ao dos conidios de Trichoderma
asperellum por spray drying em fungdo das varidveis temperatura de entrada do ar de secagem
e concentracao de Maltodextrina DE20 como material de parede.

O coeficiente de determinacdo, R? = 0,95, indica que 95% da variabilidade dos dados
podem ser explicadas pelo modelo, sendo assim ¢ valida a construgdo das superficies de
resposta e curvas de nivel para apresentar o comportamento da varidvel percentual de
sobrevivéncia dos conidios em funcdo da temperatura de entrada do ar de secagem e
concentracao de maltodextrina DE20.

De acordo com a avaliagdo grafica (Figuras 4.14) nota-se que a regido com o maior
percentual de sobrevivéncia estd concentrada em temperaturas do ar de entrada entre 60°C a
70°C e concentragdo de maltodextrina DE20 entre 1:5 a 1:9 (massa seca de conidios de

Trichoderma asperellum/massa seca de maltodextrina DE20).
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Figura 4.14. Superficie de resposta para percentual de sobrevivéncia dos conidios apos o
processo de microencapsulacao por spray drying em funcao das varidveis temperatura de
entrada do ar de secagem e concentracao de maltodextrina DE20.
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A juncdo das curvas de contorno foi obtida com auxilio do software Matlab e sao
mostradas na Figura 4.15, para o percentual de umidade, conidios vidveis e percentual de
sobrevivéncia. Foram construidas a partir dos resultados dos experimentos do planejamento

composto central, e tem o objetivo de avaliar as regides otimizadas do processo.

Figura 4.15. Curvas de contorno para o percentual de umidade, conidios vidveis e percentual
de sobrevivéncia para o PCC.
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Na Figura 4.16 destacou-se a regido otimizada para os resultados de umidade, conidios

vidveis e percentual de sobrevivéncia dos conidios obtidos peloplanejamento composto central
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utilizando maltodextrina DE20 como material de parede. Nota-se que os melhores resultados
compreendem regides de temperatura do ar de entrada de 77°C a 79°C e concentragdo de
maltodextrina DE20 de 1:3,8 a 1:7 (massa seca de conidios de Trichoderma asperellum/massa
seca de maltodextrina DE20). Como nao ¢ possivel estabelecer temperaturas de 77°C a 79°C
no modelo do spray dryer utilizado, devido as faixas do equipamento, definiu-se 80°C como a
temperatura Otima do ar de entrada e 1:4,5 (massa seca de conidios de Trichoderma
asperellum/massa seca de maltodextrina DE20) como a concentracao de maltodextrina DE20
otima. Com estes parametros realizou-se um novo ensaio em triplicata para confirmar os

resultados ¢ fazer a validacao do modelo.

Figura 4.16. Regido selecionada por meio das curvas de contorno para os melhores valores de
umidade, conidios viaveis e percentual de sobrevivéncia dos resultados do planejamento
composto central utilizando MD20 como material de parede.
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4.3.4 Validacao do modelo estatistico

Os resultados de rendimento de secagem, umidade, conidios viaveis e percentual de
sobrevivéncia em funcdo das condigdes experimentais da validagdo do modelo utilizando
maltodextrina DE20 como material de parede na microencapsulacdo dos conidios de

Trichoderma asperellum estdo na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12. Rendimento de secagem, umidade, conidios viaveis e percentual de sobrevivéncia
em funcao das condi¢des da valida¢ao do modelo utilizando maltodextrina DE20 como material
de parede no processo de microencapsulagio.

Concentracio (MS
Experimento Te (°C) Umidade RS Cv SP
Ta/ MS MD20)

Validagao do modelo 80 01:04,5 492+0,07 63,85+0,86 87,10+1,16 85,78 +2,88

Sendo: Te — Temperatura de entrada do ar de secagem; MS — Massa seca; Ta — Conidios de Trichoderma

asperellum; MD20 — Maltodextrina DE20.

Para a etapa de validagao comparou-se os resultados experimentais com os valores
preditos pelos modelo, utilizando os parametros da otimizagdo do processo, temperatura do ar
de entrada de 80°C ¢ concentragdo de 1:4,5 (Massa seca de conidios de Trichoderma

asperellum/Massa seca de maltodextrina DE20).
As equagdes utilizadas para os calculos experimentais foram:

RS (%) = 61,00 + 9,68T, — 1,83T? — 1,40[MP] — 1,85[MP]? — 0,95T, * [MP]
4.1)

Umidade (%) = 3,78 — 1,75T2 + 0,58T2 — 0,16[MP] + 0,26[MP]? + 0,67T, * [MP] (4.2)

CV (%) = 83,68 — 35,30T, — 23,08T2 + 4,39[MP] — 6,17[MP]? — 0,86T, * [MP]
(4.3)

PS (%) = 81,81 — 32,19T, — 22,24T2 + 2,81[MP] — 5,89[MP]? — 5,197, * [MP]
(4.4)

Na Tabela 4.13 estdo apresentados os valores encontrados pelas equagdes do modelo

e os valores experimentais para o ensaio de validagao.
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Tabela 4.13. Comparagao entre os valores preditos e experimentais do ensaio de valida¢ao do
modelo.

RS (%) Umidade (%) CV (%) SP (%)
Valor teorico 61,13 3,80 83,10 81,41
Valor experimental 63,85+ 0,86 4,92 +0,07 87,10 1,16 85,78 + 2,88

Sendo: RS — Rendimento de secagem; CV — Conidios viaveis; SP — Percentual de
sobrevivéncia.

A andlise dos resultados obtidos empiricamente e experimentalmente (Tabela 4.13)
demonstrou que os resultados experimentais estdo muito proximos aos valores obtidos de forma
empirica. Sendo assim, os modelos para rendimento de secagem, conidios viaveis e percentual
de sobrevivéncia dos conidios podem ser considerados adequados para permitir uma futura
previsdo de respostas em niveis confidveis. Entretanto vale ressaltar que estes modelos sdo

validos apenas para a faixa experimental investigada.

4.3.4.1 Germinacdo

Na Figura 4.17 esta apresentada a imagem microscopica da germinagdo dos conidios
de Trichoderma asperellum microencapsulados por spray drying utilizando maltodextrina

DE20 como material de parede para o ensaio de validagao.

Figura 4.17. Germinagdo dos conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados por
spray drying utilizando maltodextrina DE20 como material de parede para o ensaio de
validagao.

Verifica-se pela Figura 4.17 que o processo de microencapsulagdo por spray drying
ndo impediu a germinagdo dos conidios e seu crescimento durante o tempo de incubacdo em
camara B.O.D. no ensaio de validagao (T. = 80°C e [1:4,5] (massa seca de conidios de

Trichoderma asperellum/massa seca de maltodextrina DE20). Portanto, pode-se concluir que
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estas condi¢des sdo adequadas para prote¢do dos conidios durante o processo nas faixas

experimentais investigadas.

4.3.4.2 Unidades formadoras de colonia

Na Figura 4.18 apresenta-se uma fotografia das unidades formadoras de colonia dos
conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados por spray drying utilizando
maltodextrina DE20 como material de parede para o ensaio de validagdo. Como pode ser
verificado n3o houve diferenca no crescimento miceliar ou formato das colonias de

Trichoderma asperellum ap0s se realizar o processo de microencapsulacdo por spray drying.

Figura 4.18. UFC dos conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados por spray
drying utilizando maltodextrina DE20 como material de parede para o ensaio de validagao.

4.3.4.3 Microscopia eletronica de varredura

Nas Figuras 4.19 e 4.20 estdo apresentadas as microscopias eletronicas de varredura
dos conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados por spray drying utilizando

maltodextrina DE20 como material de parede para o ensaio de validagao.
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Figura 4.19. Microscopia eletronica de varredura para as microparticulas de conidios de
Trichoderma asperellum microencapsuladas por spray drying utilizando maltodextrina DE20
como material de parede na validagdo do modelo estatistico. Aproximacao de 3.00 KX e 9.00
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Figura 4.20. Microscopia eletronica de varredura para as microparticulas de conidios de
Trichoderma asperellum microencapsuladas por spray drying utilizando Maltodextrina DE20
como material de parede na validagdo do modelo estatistico. Aproximacao de 20.00 KX.

1pm EHT = 5.00 KV Signal A = SE1 Date 19 Oct 2017
— WO =115 mm Mag= 2000 KX Time 92030

As microscopias das Figuras 4.19 e 4.20 indicam a formag¢ao de microparticulas de
conidios de Trichoderma asperellum. Nota-se que a formulagdo com maltodextrina DE20 no
ensaio de validagdao formou uma cobertura ao redor dos conidios. A maior parte das particulas
apresenta-se com uma matriz irregular, com formato indefinido e aparéncia enrugada. A
cobertura do material de parede nos conidios aliado a uma temperatura do ar de entrada ndo
muito alta, de 80°C, justifica os bons resultados de conidios viaveis (87,10 = 1,16%) e
percentual de sobrevivéncia dos conidios(85,78 + 2,88%). Os resultados de CV e SP deste

ensaio foram considerados satisfatorios em comparacao com outros estudos que trabalharam
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com microencapsulacao de conidios de Trichoderma harziannum por spray drying (Jin e Custis,
2011; Muifioz-Celaya, 2012).
A morfologia das particulas deste estudo ¢ semelhante com as particulas

microencapsuladas com maltodextrina DE10 no trabalho de Mufnoz-Celaya (2012) obtidas por

spray drying.
4.3.4.4 Distribuicdo de tamanho de particulas

Na Tabela 4.14 e Figura 4.21 estdo exibidos os resultados da distribui¢do do tamanho
de particulas para as microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum para a Validagao

do modelo estatistico.

Tabela 4.14. Distribuicdo do tamanho de particulas, span e uniformidade das microparticulas
de conidios de Trichoderma asperellum para a Validacao do modelo estatistico.

Concentragao (MS Ta/
Exp. Te (°C) MS MD20) do,1 (um) d0,5 (um) d0,9 (um) Span Uniformidade
Validagdo 80 1:4,5 1,56 5,78 11,76 1,76 0,53

Sendo: Exp. — Experimento; Te — Temperatura de entrada do ar de secagem; MS — Massa seca;
Ta — Conidios de Trichoderma asperellum; MD20 — Maltodextrina DE20.

Neste estudo os valores de do,1, do;s e de doo foram de 1,56 um, 5,78 pm e 11,76 um,
respectivamente.O tamanho das particulas deste ensaio de validag¢do ficaram semelhantes aos

trabalhos de Jin e Custis (2011), de 10-25 pm e Ma et al. (2015), de 7-14 pm.
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Figura 4.21. Distribui¢do do tamanho de particula das microparticulas de conidios de
Trichoderma asperellum para o ensaio de Validagdo do modelo estatistico. Validagdo - Te =

80°C e [MS Ta/MS MD20] = 1: 4,5.
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Sendo: Te — Temperatura de entrada do ar de secagem; MS — Massa seca; Ta — Conidios de

Trichoderma asperellum; MD20 — Maltodextrina DE20.
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4.4 Consideracoes finais

O planejamento composto central permitiu a investigacao de 5 niveis de temperatura
do ar de entrada e de concentracao do material de parede (maltodextrina DE20), com isso foi
possivel determinar os efeitos de cada varidvel no processo e gerar graficos de superficies de
resposta indicando as regides 6timas para operacao.

Com os resultados obtidos no PCC ficou evidente que a temperatura do ar de entrada,
tanto os termos lineares quanto quadraticos, afetam de forma muito significativa a
sobrevivéncia dos conidios, causando efeito negativo nos percentuais de conidios vidveis e
percentual de sobrevivéncia quando aumentada acima de 100°C, ainda que com alta
concentragdo de maltodextrina DE20 como agente protetor, nas faixas experimentais estudadas.

Os efeitos da variacdo concentracdo de maltodextrina no processo sao menores, €
percebe-se que tanto em baixas quanto em altas concentragdes quando se tem uma temperatura
do ar de entrada mais baixa ¢ possivel obter bons resultados de sobrevivéncia dos conidios de
Trichoderma asperellum (conidios viaveis e percentual de sobrevivéncia).

A utilizagdo das superficies de resposta para a otimiza¢ao do processo se mostrou
adequada para encontrar a regido Otima, uma vez que a jun¢do das curvas de contorno das
variaveis resposta umidade, conidios viaveis e percentual de sobrevivéncia permitiu encontrar
condigdes favordveis para o processo a fim de obter um produto com baixa umidade e alto
percentual de conidios viaveis e sobrevivéncia dos conidios.

Os valores otimizados pelo planejamento composto central para as varidveis estudadas
temperatura do ar de entrada e concentracdo de maltodextrina sdao de 80°C e 1:4,5 MS Ta/MS
MD20, respectivamente. Na condicdo da regido Otima obteve-se experimentalmente
rendimento de secagem de 63,85 + 0,86%, umidade de 4,92 + 0,07%, conidios viaveis de 87,10
+ 1,16% e percentual de sobrevivéncia de 85,78 + 2,88%, valores muito bons se comparados
com estudos de microencapsulacdo de microrganismos.

O modelo estatistico construido para as variaveis resposta rendimento de secagem,
conidios viaveis e percentual de sobrevivéncia mostraram-se adequados para estimar o
comportamento do processo de microencapsulacdo dos conidios de Trichoderma asperellum
por spray drying utilizando maltodextrina DE20 como material de parede. A comparacio dos
valores obtidos teoricamente e experimentalmente mostrou que os modelos estao bem ajustados
aos dados, com exce¢dao do modelo para umidade das microparticulas, que ndo se mostrou muito

preditivo.
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CAPITULO 5: AVALIACAO DO EFEITO DE ARMAZENAMENTO DE POS DE
CONIDIOS DE Trichoderma asperellum PRODUZIDOS POR SPRAY DRYING

5.1 Introducao

Atualmente, a soja processada ¢ a maior fonte mundial de racdo animal e a segunda
maior fonte de 6leo vegetal (MEADE et al., 2016; O’DONOGHUE et al., 2016; USDA, 2017).
Porém, sementes e plantas de soja sdo altamente suscetiveis ao ataque de patdégenos do solo em
suas diversas fases de crescimento (PIRES et al., 2016; CAMPBELL, LI, BUCK, 2017;
MENGISTU et al., 2018; DIAZ-CRUZ, CASSONE, 2018). Assim, para proteger as sementes
dos insetos e doencas, as sementes sdo frequentemente tratadas com pesticidas quimicos
(NETTLES et al., 2016; BUENO, CUNHA, SANTANA, 2017; ROBERTSON, SERRANO,
REES, 2017) e biologicos (ZENG et al., 2012; DORIGHELLO et al., 2015), incluindo produtos
a base de Trichoderma spp. (JOHN et al., 2010; ZHANG et al., 2016; ZHANG et al., 2017).

Mesmo com tantos beneficios do uso do 7richoderma spp. para o controle biologico
de fitopatdgenos e promocgao de crescimento de plantas e com a grande quantidade de estudos
realizados, sdo relatados na literatura problemas associados a producdo industrial e
comercializagdo de produtos & base de Trichoderma spp (LOPEZ-BUCIO, PELAGIO-
FLORES, HERRERA-ESTRELLA, 2015; BAE et al., 2016; GAJERA et al., 2016; HIRPARA
et al., 2017; EL-DEBAIKY, 2017; KIRIGA et al., 2018). Locatelli et al. (2018) relata que o
maior problema existente ¢ em relagdo ao uso de formulagdes ineficientes que ndo garantem a
viabilidade do microrganismo e sua eficacia quando aplicado no campo. Outro problema
também apontado ¢ a vida de prateleira reduzida do produto quando comparado a produtos
quimicos (JIN, CUSTIS, 2011; MUNOZ-CELAYA et al., 2012).

Alguns autores estudaram a aplicagdo de métodos de encapsulagcdo para aumentar a
vida 1til de produtos a base de Trichoderma harzianum (JIN & CUSTIS, 2011; MUNOZ-
CELAYA etal., 2012; LOCATELLI et al., 2018). O método de microencapsulacdo por spray
drying tem se mostrado uma alternativa interessante para obtencdo de microrganismos em po,
devido a versatilidade do processo, baixo custo comparado com outros métodos, possibilidade
de desidratagdo das células testando-se baixas temperaturas, além da adicdo de materiais de
parede com intuito de proteger os microrganismos (LI et al., 2017; RODRIGUEZ-RESTREPO
2017; WU et al., 2018). Além disso, produtos desidratados sdo desejaveis devido a sua maior
estabilidade e praticidade de manuseio. Mesmo com as diversas vantagens do método, estudos

discutem que produtos a base de Trichoderma spp. precisam possuir um maior tempo de vida
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de prateleira para concorrer comercialmente com produtos quimicos (ABADIAS et al., 2000).
Dessa forma, estudos que avaliem a sobrevivéncia dos conidios apds o processo de secagem e
durante o armazenamento sdo requeridos.

Em estudos de secagem as isotermas de sor¢cdo de umidade apresentam dados
termodinamicos valiosos sobre o material, tais como elaboragdo de célculos de processos de
secagem, assim como a previsdo da umidade de determinado produto apds a desidratagdo
(LANGRISH, 2009) e predicao da estabilidade de armazenamento de produtos (TAPIA,
ALZAMORA, & CHIRIFE, 2007). Por este motivo estudos envolvendo isotermas de sor¢ao de
umidade foram o ponto central de diversos trabalhos com produtos secos por spray drying, tais
como suco de laranja (SORMOLI, LANGRISH, 2015), polpa de tamarillo (MUZAFFAR,
KUMAR, 2016), proteina de ervilha recheada com gordura (DOMIAN et al, 2018).

O objetivo desde estudo foi avaliar a viabilidade ao longo do tempo das
microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum produzidos por spray drying utilizando
maltodextrina DE20 (MD20) como material de parede em diferentes temperaturas de
armazenamento. Aplicar os conidios livres e microencapsulados em sementes de soja, tratadas
ou ndo quimicamente por fungicidas e inseticidas quimicos. Além disso, aferir o ganho de
umidade das amostras ao longo do tempo por meio do comportamento das isotermas de

adsor¢ao de umidade.
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5.2 Material e métodos

5.2.1 Suspensiao de conidios de Trichoderma asperellum e material de parede

As suspensoes dos conidios de Trichoderma asperellum, obtidas por fermentagdo em
estado solido foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Biocontrole Farroupilha—
Lallemand, localizado na cidade de Patos de Minas-MG-Brasil. Maltodextrina DE20
(Fornecedor: Galena) foi utilizada como material de parede na realizacdo dos ensaios de

microencapsulacao dos conidios de Trichoderma asperellum.

5.2.2 Producio das microparticulas e material controle em po

As amostras produzidas para a realiza¢ao dos estudos propostos neste capitulo foram
preparadas utilizando-se as condi¢des operacionais definidas no estudo de otimizagdo e
validagdo (Capitulo 4). A suspensdo de alimentacdo do spray dryer foi preparada misturando-
se MD20 a suspensdo de Trichoderma asperellum na proporcao de 1:4,5 (massa seca de
conidios de Trichoderma asperellum/massa seca de MD20) e alimentada ao secador com T;do
ar de secagem de 80°C. Amostras controle (sem adicdo de maldotextrina DE20) nas mesmas
condigdes operacioanais também foram produzidas para comparagdo dos resultados.

As suspensdes foram caracterizadas antes de cada experimento em relacdo a: umidade,
contagem da concentragdo de esporos, germinagdo € UFC. Apds o processo de secagem os pos
foram caracterizados quanto a: umidade, atividade de 4gua, higroscopicidade, solubilidade em
agua, germinacdo e UFC.

Biofungicida comercial a base de Trichoderma asperellum, codificado por PCT, foi
adquirido no comércio local para comparacao dos resultados dos ensaios de vida de prateleira
e tratamento de sementes. Este produto comercial apresentou em sua composi¢do 13% de
conidios de Trichoderma spp. A secagem do PCT para obtengdo do produto comercial em po
foi realizada por circulacao forcada de ar a 27°C durante aproximadamente 40 horas. Para
garantir uma comparac¢do adequada da vida de prateleira dos produtos biologicos adquiriu-se o

PCT com o mesmo periodo de produgdo do produto microencapsulado e da amostra controle.

5.2.3 Analises fisico-quimicas e microbiologicas

A suspensao de conidios de Trichoderma asperellum foi caracterizada por contagem
da concentracdo de esporos em camera de Neubauer, germinagdo e unidades formadoras de
colonia. As microparticulas, amostra controle e produto comercial foram caracterizadas quanto

a umidade, contagem da concentragdo de esporos, germinagdo e unidades formadoras de
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colonia. Conforme descrito nos itens 2.2.4.1, 2.2.4.5, 2.2.4.6 e 3.2.3.2, respectivamente, com
objetivo principal de avaliar a quantidade de conidios vidveis (CV) e percentual de

sobrevivéncia dos conidios (SP).

5.2.4 Viabilidade dos conidios de Trichoderma asperellum antes e depois da secagem por

spray dryng e durante o periodo de armazenamento

Para a realizagdo da viabilidade dos conidios de Trichoderma asperellum foram
selecionadas trés amostras, os conidios microencapsulados, uma amostra controle (sem adigdo
de material de parede) e um produto comercial (PCT) a base de Trichoderma spp., para
comparagao dos resultados. A viabilidade celular dos conidios de Trichoderma asperellum apos
os processos de secagem em spray drying ¢ durante o periodo de armazenamento foram
avaliadas por meio de testes de germinagdo ¢ UFC. Foram utilizadas duas temperaturas para
armazenar as amostras, 4°C e 25°C. As amostras foram armazenadas em embalagens laminadas
e acondicionadas em camara B.O.D. (Ethiktechnology, Brasil) para posterior avaliacdo de 0 a

208 dias de armazenamento.

5.2.5 Tratamento de sementes de soja: efeitos do armazenamento na viabilidade dos
conidios microencapsulados

Sementes de soja, gentilmente cedidas pelo Laboratorio Farroupilha-Lallemand, foram
empregadas para realiza¢do deste estudo. O produto quimico utilizado foi o Standak Top (ST)
(Composicdo: inseticida Fipronil do grupo pizarol (250 g L") e os fungicidas Piraclostrobina
do grupo das estrubirulinas (25 g L) e Metil tiofanato do grupo dos benzimidazois (225 g L°
1)), inseticida e fungicida muito utilizado para tratamento de sementes de soja e outros
importantes cultivos (FERREIRA et al., 2016; ARAUJO et al., 2017). Para o tratamento das
sementes de soja foram utilizadas as doses recomendadas na bula do produto. Foram
selecionadas duas amostras de Trichoderma asperellum, os conidios microencapsulados € um
produto comercial, PCT para comparagdo dos resultados.

A fim de proporcionar o total recobrimento das sementes, as amostras de produtos
quimicos (Standaq top - ST) e biologicos (microencapsulado e PCT) foram diluidas em agua,
formando uma calda, porém para comparar a estabilidade das microparticulas em presenca de
agua foram feitos tratamentos com e sem adicdo de calda. Para o tratamento das sementes de
soja foram realizados sete aplicagdes, conforme pode ser visualizado pelos dados da Tabela 5.1,

sendo tratados 500 g de semente por tratamento.
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Tabela 5.1. Tratamentos de sementes de soja.

Trat. Descricao Condicao
Tl Semente testemunha 2mL de calda/kg de semente
T2 Microencapsulado (com calda) 1x10'° UFC kg™ de semente + 2mL de calda kg™ de semente
T3 Microencapsulado (sem calda) 1x10' UFC kg'! de semente
T4  Microencapsulado (com calda) + ST 1x10'° UFC kg!' + 2mL de calda kg' de semente + 1 mL de ST
T5  Microencapsulado (sem calda) + ST 1x10'° UFC kg! de semente + 1 mL de ST
T6 PCT 1x10'° UFC Kg! de semente
T7 PCT + ST 1x10'° UFC kg'! de semente + 1 mL de ST + 2mL de calda kg™ de semente

Foi realizada a mistura das sementes com a calda (quando o tratamento possuia calda)
em béqueres de 4 L, seguindo a dosagem recomendada pelo fabricante com auxilio de pipeta
volumétrica. As sementes foram agitados vigorosamente com bastdo de vidro durante o
gotejamento ¢ espalhamento dos produtos. O tempo médio de agitacdo foi de 5 minutos,
objetivando a uniformidade dos tratamentos e da aplicacdo. Primeiramente, os grdos foram
tratados com os produtos quimicos e posteriormente com os bioldgicos. As sementes de cada
tratamento foram divididas para futuras avaliagdes e armazenadas em embalagens de pléstico,
alocadas dentro de uma caixa de papeldo, a temperatura ambiente, como pode ser visto na

Figura 5.1.

Figura 5. 1 Acondicionamento das sementes de soja em embalagens de pléstico.

Para avaliar a estabilidade dos conidios de Trichoderma asperellum ap6s o tratamento
de sementes e durante o periodo de armazenamento foram realizadas a contagem de unidades

formadoras de colonia ao 1°, 7°, 15°, 30°, 55°, 68°, 85°, 113° e 124° dias de armazenamento.
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5.2.5.1 Unidades formadoras de colonia — Tratamento de semente (TS)

Em camara de fluxo lamilar, dilui¢cdes seriadas foram realizadas nas sementes tratadas
com o objetivo de se avaliar os valores de UFC de cada amostra. A primeira dilui¢do consistiu
em colocar 90 sementes tratadas de soja em erlenmeyers de 250 mL contendo 90 mL de 4agua
isotonica (NaCl 8,5%) com tween (2,5%). A solucdo foi agitada em mesa agitadora durante 15
minutos a 220 rpm (rotagdes por minuto). A segunda dilui¢do consistiu em pegar uma aliquota
de 1 mL da primeira dilui¢do e tranferi-14 para um tubo de falcon contendo 9 mL de dgua estéril.
O procedimento foi executado até a quinta diluicdo.O plaqueamento das solucdes foi feito em
placas de petri estéreis contendo meio de cultura PDA com triton, mediante o espalhamento de
aliquotas de 100 pL na superficie das mesmas. As placas foram incubadas em camara B.O.D.
com temperatura controlada de 25°C durante sete dias. As colonias formadas foram contadas

manualmente apos 48 horas de incubacao.

5.2.6 Isotermas de adsorc¢ao

As isotermas de adsor¢do de umidade foram determinadas pelo método gravimétrico
estatico. Sete solucoes salinas saturadas foram utilizadas, LiCl, CH3COOK , K2CO3, KI, NaCl,
KCl1 e BaCl2, com o intuito de fornecer valores de umidade relativa de 11,3%, 22,6%, 43,2%,
68,9%, 75,3%, 84,3% e 90,2%, respectivamente, na temperatura constante de 25°C
(GREENSPAN, 1977). Aproximadamente 1 g dos conidios microencapsulados de Trichoderma
asperellum, amostra controle e PCT foram colocados em capsulas de porcelana e
acondicionadas em dessecadores de vidro contendo as respetivas solucdes saturadas até que o
equilibrio fosse atingido. Os dessecadores foram colocados na B.O.D. para controle da
temperaturea. Posteriormente, a umidade de equilibrio, em base seca, das amostras foi
determinada por método gravimétrico.

Os modelos de Brunauer-Emmentt-Teller (BET), Guggenheim-Anderson-de Boer
(GAB), Halsey, Oswin, Peleg e Smith foram ajustados aos dados experimentais, Equagdes, 1,

2,3,4,5 e 6, respectivamente.
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Tabela 5.2. Modelos matematicos para o ajuste de isotermas de sor¢ao de umidade.

Modelo fquacio
XmCaw
BET Xeq - [(1- aw)(@+(C-1)aw)] (1)
_ (C-DKayXm | KawXm
GAB KXeq = 1+(C-1)Kay, + 1-Kay ¥
1
-A
Halsey X = [TlnaW]B N
B
Oswin X=A4 [(161‘2 ] ”
J— nq e
Peleg X = Kia, + Ka, (5)

em que Xeq ¢ a umidade de equilibrio, em base seca (b.s), Xm (b.s) € 0 umidade na monocamada
molecular, ay € a atividade de 4gua, n € o numero de camadas moleculares, C, K, A, B, K1, K2,
nl e n2 sdo constantes de sor¢cao dos modelos.

Utilizou-se o software MATLAB para estimar os parametros ajustando os modelos aos
dados obtidos experimentalmente, por meio de regressdo nao-linear, utilizando o método
estatistico dos minimos quadrados. Nas avaliacdes dos modelos ajustados foram utilizados o
coeficiente de determinagio (R?) e o erro médio quadratico (RMSE) para verificar a adequagio
dos mesmos, além da distribui¢do dos pontos, de modo a verificar uma variancia constante de

€ITOS.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Viabilidade dos conidios de Trichoderma asperellum apos secagem por spray dryng e
durante o periodo de armazenamento

Na Figura 5.2 estdo apresentadas as germinagdes dos conidios de Trichoderma
asperellum (microencapuslados, controle e PCT) durante o periodo de armazenamento nas

temperaturas de 4°C (Figura 1-a) e 25°C (Figura 1-b), respectivamente.
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Figura 5.2. Germinagdo dos conidios de Trichoderma asperellum ao longo do tempo: a) 4°C

b) 25°C.
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Apds o periodo de 7 dias de armazenamento a 4°C (Figura 5.2-a) percebeu-se que a
germinagdo dos conidios microencapsulados ndo teve reducdo significativa, passando-se de
80,67% + 1,53% para 80,64% =+ 2,52%. A reducdo de germinacdo da amostra controle (sem
material de parede) e do produto comercial (PCT) foi maior, 75,67% £ 2,08% a 63,67% +3,21%
e 65,33% + 4,16% a 61,33% +5,77%, respectivamente. Aos 90 dias de armazenamento na
temperatura de 4°C a germinagao dos conidios microencapsulados, amostra controle e produto
comercial (PCT) foram de 55,33% =+ 2,52%, 43,33% =+ 3,21 e 51,33% £2,52, respectivamente,
tal fato confirma que a adicdo de MD20 ao processo de spray drying contribuiu para
preservagao e consequentemente na germinagao dos conidios ao longo do tempo. Apds 286 dias
de armazenamento a germinagdo dos conidios foi de 17,67 + 3,06%, 6,67 £ 1,15% e 30,33 +
2,52% para as microparticulas, amostra controle e produto comercial, respectivamente.

Na temperatura de 25°C (Figura 1-b) a queda inicial de germinagao dos conidios apos
7 dias de armazenamento foi maior, de 80,00% = 1,00% a 72,00% + 4,36 (microencapsulado),
75,67% =+ 2,08 a 53,00% =+ 3,46 (controle) e 65,33% =+ 4,16% a 58,00% = 4,36% (produto
comercial - PCT). E possivel observar pela Figura 5.2-b que apos 68 dias de armazenamento
ocorreu uma queda brusca na germinagdo dos conidios microencapsulados e controle, enquanto
que o produto comercial (PCT) se manteve mais estavel. Acredita-se que isto ocorreu pelo fato
do produto comercial possuir alguns estabilizantes, enquanto que o produto microencapsulado
possui apenas o microrganismo revestido pela maltodextrina. Apds 286 dias de armazenamento
nao houve germinacao dos conidios microencapsulados (0%) e da amostra controle (0%), € o

percentual do produto comercial também foi insignificante (1,33% =+ 1,15%).
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Na Figura 5.3 estdo apresentadas as unidades formadoras de colonia dos conidios de
Trichoderma asperellum microencapuslados, controle e produto comercial (PCT) durante o

periodo de armazenamento nas temperaturas de 4°C e 25°C, respectivamente.

Figura 5.3. UFC dos conidios de Trichoderma asperellum ao longo do tempo. a)4°C b) 25°C.
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A 4°C os conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados, a amostra controle
e o PCT tiveram uma contagem de coldnias inicial de 6,32x10°%, 2,17x10'° e 1,78x10° log CFU
g, respectivamente. Aos 60° dia de armazenamento a viabilidade dos poés diminuiu
aproximadamente 2,69, 3,5 e 0,66 log UFC g, respectivamente. Aos 152 dias de
armazenamento a porcentagem de unidades formadoras de coldnia vidveis em relagdo ao valor
inicial foi de aproximadamente 34,44% (2,17x10%), 1,20% (2,61x10%) € 20,62% (3,67x10% UFC
g!), para os conidios microencapsulados, controle e produto comercial (PCT), respectivamente.
Apos 208 dias de armazenamento a vida de prateleira dos conidios reduziu consideravelmente,
apresentando valores de CFU g! de 1,93x107 CFU g’!, 1,59x10° CFU g! e 2,83x10” CFU g’
para o produto microencapsulado, controle e produto comercial (PCT), respectivamente.

Avaliando-se as unidades formadoras de col6nia dos conidios armazenados a 25°C ¢
notavel que a reducao de viabilidade foi muito maior do que quando armazenados a 4°C. Aos
60 dias de armazenamento a porcentagem de unidades formadoras de colonia a 25°C para os
conidios microencapsulados, controle e produto comercial (PCT) foram de 7,01% (4,93x108
CFU g, 0,97% (2,69x10% CFU g) e 31,46% (5,37x10% CFU g') e aos 152 dias de
armazenamento foram de 0,27% (1,93x107 CFU g'), 0,0058% (1,59x10° CFU g!) e 1,59%
(2,83x107 CFU g!), respectivamente. Apés 208 dias de armazenamento a vida de prateleira dos
conidios reduziu consideravelmente, apresentando valores de CFU g! de 1,59x107 CFU g,

1,03x10° CFU g'! e 2,55x107 CFU g para o produto microencapsulado, controle e produto
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comercial (PCT), respectivamente. Estas verificagdes corroboram com outros estudos
realizados de avaliacdo da sobrevivéncia de microrganismos secos por spray drying em
diferentes temperaturas de armazenamento (PAEZ et al., 2012; BARBOSA, BORGES,
TEIXEIRA, 2016; REYES et al., 2018).

Semyonov et al. (2011) avaliaram o efeito do armazenamento na estabilidade de
microparticulas de Lactobacillus casei subsp. paracasei produzidas por spray drying e
armazenadas em diferentes temperaturas, 4, 25 e 37°C, sendo compostas por matrizes de
maltodextrina e equivalentes de dextrose (DE5 ¢ DE19) e uma mistura de maltodextrina-
trealose. Os autores concluiram que temperaturas de armazenamento mais altas afetaram a
sobrevivéncia dos microrganismos de forma muito significativa, apoés 7 e 28 dias, a
sobrevivéncia foi consideravelmente perdida nas temperaturas de 37 e 25°C, enquanto que
quando armazenado em 4°C a viabilidade alcangada foi acima de 70% por mais de 40 dias de
armazenamento. Outro fator externo que influenciou na sobrevivéncia probidtica foi o oxigénio,
amostras armazenadas com nitrogénio mantiveram maior viabilidade do que as amostras
armazenadas com ar, a 25 °C, segundo os autores. Tal fato pode ser explicado pela oxidagao de
lipidios da membrana, que podem causar a produ¢do de hidroperdxidos, podendo acarretar
danos a0 DNA do microrganismo (AKASAKA, 1986; MUNOZ-CELAYA). Chavez e
Ledeboer (2007) também relataram alta viabilidade celular utilizando baixos niveis de oxigénio

durante o armazenamento de microrganismos probioticos.

5.3.2 Tratamento de sementes de soja: efeitos do armazenamento na viabilidade dos
conidios microencapsulados

Na Figura 5.4 est4 apresentado o nimero de unidades formadoras de colonia ao longo

do tempo de armazenamento para os tratamentos de sementes de soja.
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Figura 5.4. UFC dos conidios de Trichoderma asperellum dos tratamentos ao longo do tempo
apos o tratamento das sementes de soja.
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Alguns trabalhos tém sido reportados na literatura estudando a integragdo de métodos
quimicos e bioldgicos para controle de patdogenos causadores de doengas em plantas, sendo um
dos objetivos principais reduzir ou eliminar o uso de pesticidas nas lavouras, almejando uma
agricultura sustentavel (WRIGHT, VERKERK, 1995; HU et al., 2016). Entretanto, tal pratica
requer precaucao, pois a associa¢do de microrganismos conjuntamente com produtos quimicos
pode causar perda de viabilidade dos mesmos (MUINO et al., 2001; PANDOLFO, 2007).

Como pode ser observado, a semente testemunha (T1) ndo estava contaminada no
periodo inicial do ensaio e se manteve sem contaminagdo durante o decorrer do experimento.
Comparando-se os tratamentos com os conidios microencapsulados com calda (T2) e sem calda
(T3) foi verificado que a redug@o no niimero de UFC foi maior para o tratamento com calda,
que inicialmente estava com 1,69x10° CFU g' de semente e apos 30 dias reduziu para
2,41x10° UFC g! de semente, enquanto que o tratamento sem calda (T3) inicialmente estava
com 1,19x10° UFC g de semente e apds 30 dias reduziu para 2,82x10° CFU g'! de semente.

Comparando-se os tratamentos T4, TS5 e T7, que tiveram integracdo entre os agentes
biologicos e produto quimico, percebe-se que o tratamento TS, contendo os conidios de
Trichoderma asperellum microencapuslados (sem calda) obteve o maior percentual de
sobrevivéncia dos conidios ap6s 30 dias de armazenamento das sementes, sendo de 20,8%,
3,79% e 5,59%, respectivamente. Ainda para T4 (microencapsulado com calda e quimico), T5
(microencapsulado sem calda e quimico) e T7 (produto comercial a base de Trichoderma —
PCT e quimico), apds 85 dias de armazenamento as contagens de unidades formadoras de
colonia obtidas foram de aproximadamente 1,32x10* CFU g, 7,83x10* CFU g e 4,70x10*

CFU g'!, respectivamente.
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Em relagdo aos tratamentos que ndo sofreram integragdo com o produto quimico (T2,
T3 e T6) também foi observado perda de viabilidade ao longo do tempo, provalvalmente devido
aos efeitos da temperatura de armazenamento e de oxidacao pela presenga de ar nas embalagens
plasticas.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos que avaliaram a viablilidade de
microrgansimos microencapsulados ao longo do tempo aplicados em sementes com ou sem

interacao de tratamento quimico para comparagao dos resultados.

5.3.3 Isotermas de adsorc¢io do po dos conidios microencapsulados por spray drying

Os dados de umidade de equilibrio dos pés de conidios de Trichoderma asperellum
microencapsulados por spray drying que foram armazenados em d diferentes umidades
relativas, estdo apresentados na Tabela 5.3.

Foi observado que o tempo para alcangar o equilibrio variou entre as amostras de
acordo com a solugdo salina em que estavam inseridas. De forma geral, o tempo necessario para
entrarem em equilibrio aumentou conforme a reducao da umidade relativa do ambiente em que
as amostras estavam inseridas. Além disso, foi observado que o tempo para atingir o equilibrio
apresentou variagdes entre as amostras avaliadas, fato que pode ser justificado pelas diferentes

composi¢des dos produtos.

Tabela 5.3. Umidades de equilibrio dos po6s dos conidios de Trichoderma asperellum
produzidos pelo processo de spray drying utilizando MD20 como material de parede, da
amostra controle e do PCT.

Umidade de equilibrio (g 4gua g sélidos secos™)

aw Microencapsulado Controle PCT

0,113 0,0011 + 0,000 0,0450 £ 0,002  0,0138 £ 0,002
0,226  0,0023 +0,001 0,0509 £ 0,001  0,0191 + 0,000
0,432  0,0043 £0,002 0,1834+£0,001  0,0317 + 0,000
0,529  0,0053 + 0,002 0,1786 £ 0,001  0,0346 + 0,001
0,689  0,0069 + 0,005 0,1847 +£0,001  0,0326 + 0,001
0,753 0,0075 £ 0,002 0,2284 £ 0,003  0,0408 + 0,003
0,843 0,0084 + 0,004 0,3821 £0,001  0,0458 + 0,001
0,902  0,0090 + 0,006 0,4003 £ 0,003  0,0530 + 0,002

Na Tabela 5.4 estao apresentados os parametros ajustados dos modelos de BET, GAB,
Halsey, Peleg e Smith. O modelo de Smith apresentou alguns resultados negativos de umidade

de equilibrio para as amostras, por esse motivo este modelo foi descartado da avaliacao.
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Tabela 5.4. Parametros estimados pelos modelos de BET, GAB, Halsey e Peleg para os pos
dos conidios de Trichoderma asperellum.

Modelo ' Amostras
Microencapsulado Controle PCT
Xm (b.s) 0,059 0,049 0,007
BET C 480,200 1,97x10* 1726
R? 0,989 0,738 0,267
RMSE 0,030 0,073 0,016
Xm (b.s) 0,057 0,105 0,024
C 2719 6,835 16,86
GAB K 1,005 0,839 0,605
R? 0,978 0,927 0,947
RMSE 0,033 0,042 0,003
A 16,890 6,835 0,913
B 1,154 1,784 0,098
Halsey > 0,968 0.906 0,777
RMSE 0,036 0,044 0,042
ki -6,679 -10,34 -0,040
n 3,871 165,100 0,432
Peleg k> 7,515 0,434 0,090
n 3,884 1,434 0,530
R? 0,839 0,883 0,918
RMSE 0,098 0,060 0,005
A 0,11 0,152 0,030
. 0,754 0,46 0,267
Oswin ’
R? 0,951 0,923 0,943
RMSE 0,044 0,04 0,003

De acordo com a Tabela 5.4, o modelo de BET se ajustou melhor aos dados

experimentais, comparado com o modelo de GAB, com valores maiores do coeficiente de

determinacdo (R?) de 0,989 e menores de RMSE de 0,021 para as amostras dos conidios

microencapsulados em pd. O modelo de GAB apresentou o segundo melhor ajuste em

comparacdo aos demais, (R?) de 0,978 e RMSE de 0,033 para os conidios microencapsulados.

Entretanto, comparando as amostras controle e PCT o modelo de GAB se ajustou melhor aos

dados em comparacdo com BET. A partir da equacdo de BET, duas constantes sdo estimadas,

o valor de umidade da monocamada (Xm) e a constante de energia (C) (TIMMERMANN,

CHIRIFE, IGLESIAS, 2001).
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Os modelos de GAB e BET apresentam o conceito da monocamada molecular (Xi)
(ZOU et al., 2016), que atua como um indicativo de valor confiavel para a estabilidade de
produtos em p6 (RAHMAN, 2008). Ajustes realizados para obtengdo das isotermas permitem
um entendimento fisico da teoria da adsor¢do, sendo possivel avaliar o conteudo de umidade
da monocamada (Xy) das amostras (ANDRADE, LUMES, PEREZ, 2011). Segundo Muzaffar
e Kumar (2016) o X mede a disponibilidade de locais de sor¢do ativos, e o pardmetro C
determina a forca de ligagao das moléculas de dgua as regides de ligagao primaria na superficie
do produto, quanto maior o valor de C mais fortes serao as ligagoes.

Os valores estimados da monocamada molecular (Xn) para os conidios de
Trichoderma asperellum microencapsulados com MD20 ficaram préximos a 0,057 g 4gua g’!
solidos secos (5,7%) utilizando o modelo GAB e de 0,059 g agua g sélidos secos (5,9%)
utilizando o modelo de BET, esses valores indicam a quantidade de agua que foi fortemente
adsorvida em locais do produto em p6, em g dgua/g sélidos secos. Os valores de Xm estimados
para os conidios secos por spray drying sem utilizacdo de maltodextrina ficaram proximos de
0,049 g 4gua g'! sélidos secos (4,9%) utilizando o modelo de BET e de 0,105 g agua g! sélidos
secos (10,5%) aplicando o modelo de GAB e de 0,007 para o produto comercial a base de
Trichoderma asperellum utilizando o modelo de BET e de 0,024 g 4gua g solidos secos
(2,40%) fazendo uso do modelo de GAB.

No trabalho de Ying et al. (2010) foi observado o valor da monocamada (Xm) de 2,93
+ 0,06% (g de 4gua 100 g de massa seca) para pods de Lactobacillus rhamnosus utilizando
proteina de soro e amido resistente na formulacdo de microencapuslagcdo, ambos os trabalhos
utilizaram o processo de spray drying. Segundo Ying et al. (2010) contetido de 4gua acima do
valor da monocamada pode tornar um produto propenso a sofrer deterioracdo. Timmermann
(2003) aborda que a equacdo de GAB ¢ superior a BET, por apresentar um intervalo de atividade
de 4gua muito maior. Segundo Andrade et al. (2011) o modelo de BET ¢ aconselhédvel para
atividades de 4gua de 0,05 a 0,45, entretanto neste estudo foram encontrados bons resultados
de ajuste para a equacao de BET em toda a faixa de atividade de 4gua utilizada para os conidios
de Trichoderma asperellum microencapsulados, além disso foi o modelo que obteve o melhor
ajuste em comparacgao a todos os demais para os conidios microencapsulados. Para as outras
amostras o modelo de GAB apresentou melhores ajustes.

Ao se comparar o modelo de Peleg com os demais, verificou-se que este apresentou o
pior ajuste para a amostra microencapsulada (R? de 0,839) e os maiores valores de RMSE para

as microparticulas de conidios de Trichoderma asperellum e PCT. No entanto, nenhuma das
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amostras esta de acordo com a condigdo de restricdo do uso do modelo, ni>1 e ny<l
(ANDRADE et al., 2011). Para a amostra controle ¢ PCT os modelos que apresentaram os
melhores ajustes foram os de GAB e Oswin. Embora existam na literatura trabalhos sobre
microencapuslagdo de Trichoderma spp. por spray drying nao foram encontrados estudos sobre
as isotermas de absor¢ao de umidade. Nas Figuras de 5.5 a 5.7 sdo apresentadas as isotermas
de adsor¢do de umidade dos p6s de conidios de Trichoderma asperellum, amostra controle e
PCT para os modelos que melhor se ajustaram aos dados. Os resultados experimentais sao

representados pela média da triplicata realizada.
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Figura 5.5. Modelo de BET para as isotermas de adsor¢do a 25°C para o p6 dos conidios de
Trichoderma asperellum microencapsulados por spray drying utilizando MD20 como material
de parede.
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Figura 5.6. Modelo de GAB para as isotermas de adsor¢do a 25°C para a amostra controle.
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Figura 5.7. Modelo de GAB para as isotermas de adsor¢ao a 25°C para o PCT.
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As isotermas de sor¢do mostram na forma grafica a variagdo da umidade de equilibrio
de uma amostra presente em uma determinada temperatura estabelecida em fungao da atividade
de 4gua (KUDRA, MUJUMDAR, 2009), podendo ser classificadas em cinco tipos (I, IL, III, IV
e V) (BRUNAUER et al., 1938). Nesse estudo, oberva-se que as isotermas obtidas para os
conidios microencapsulados com MD20 apresentam uma configuragdo um comportamento
semelhante de adsor¢do de umidade e configuracao do tipo III, conhecidas como isotermas de
Flory-Huggins, segundo Brunauer (NIKITAS, 1984; RIZVI, 1995). Esse comportamento
significa a adsorcao de um solvente acima da temperatura de transi¢cdo vitrea (BHANDARI,
ADHIKARI, 2008). As isotermas obtidas por Hoobin et al. (2003) para a microencapsulagao
de Lactobacillus rhamnosus por freeze também foram do tipo III. Segundo Al-Muhtaseb et al.
(2002) isotermas do tipo III sdo mais caracteristicas para agucares, € nos trés estudos
informados foi utilizado maltodextrina na formulacdo dos produtos antes do processo de

secagem.

Pela Figura 5.5 ¢ possivel avaliar que até¢ a umidade relativa de 52,9%, a adsor¢ao de
umidade dos conidios microencapsulados com maltodextrina apresentaram um comportamento
semelhante. Visualmente foi observado que as amostras presentes em umidades relativas mais

baixas, de até¢ 52,9%, apresentaram aspecto duro e compacto. Nas umidades relativas
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intermedidrias, 68,9% a 75,3%, foi verificado a formacao de caking e estrutura rigida, além de
mudanga na coloragdo. Segundo Aguilera, Del Valle e Karel (1995) o estado rigido ¢ devido a
compactagdo, estagio presente na aglomeragdo de particulas, em consequéncia da perda de
integridade do sistema, como reducao dos espacos e deformacao de aglomerados. Em umidades
relativas mais altas, de 84,3% e 90,2%, o material apresentou-se umido e pastoso para os
conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados e controle. Tal fato foi justificado pela
alta umidade das amostras, estagio final do processo de aglutinacdo, onde ocorre solubilizagao
de fragdes com baixo peso molecular e adsor¢ao de umidade (AGUILERA, DEL VALLE e
KAREL, 1995).

Pela avaliagdo da Figura 5.7 observou-se que o produto comercial mesmo inserido em
solugdes com umidade relativa mais altas se manteve estavel. Porém, ressalta-se que o produto
comercial estudado apresenta em sua composi¢do agentes estabilizantes ¢ adjuvantes para
melhorar suas propriedades durante o periodo de armazenamento. Os adjuvantes sdo
componentes adicionados na formulacao de produtos bioldgicos que sdo capazes de aprimorar
a eficacia dos ingredientes ativos e melhorar o desempenho do produto quando aplicado (SICA

etal., 2016; BASTOS et al., 2017; TODERO et al., 2018).
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5.4 Consideracdes finais

Pode-se concluir que a técnica de microencapsulacdo por spray drying utilizando
MD20 foi capaz de estender a vida de prateleira dos conidios de Trichoderma asperellum,
comparado com a amostra controle durante o periodo de armazenamento, ¢ dentre as
temperaturas avaliadas a que forneceu maior sobrevivéncia dos conidios foi 4°C. Em relagao
ao ensaio de tratamento de sementes pode-se concluir que a melhor forma de aplicagdo dos
conidios microencapsulados ¢ sem calda, pois a presenca de 4gua promoveu o rompimento das
paredes das microparticulas, que deixaram os conidios livres para sofrerem degradacdes fisicas
€ quimicas.

Os valores experimentais das isotermas dos conidios microencapuslados
demonstraram que as propriedades adsortivas do p6 foram significativamente afetadas pela
presenga de MD20 na formulagdo. Além de apresentar cristalizagdo, devido as suas
especificagdes composicionais. Os equilibrios de umidade foram atingidos com tempos
minimos de 7 ¢ maximos de 42 dias.

Mesmo com os resultados satisfatério do uso de MD20, pode-se concluir que este
material utilizado de forma isolada nao ¢ capaz de garantir estabilidade do produto durante o
armazenamento em temperatura ambiente ao longo do tempo, sendo necessario o estudo de
novas formulagdes. Além disso, pelas caracteristicas avaliadas pelas isotermas ¢ necessario o
uso e estudo de embalagens adequadas, atmosfera modificada, armazenamento em temperatura

e UR (umidade relativa) apropriadas para manter a estabilidade do produto.
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CONCLUSAO

A aplicagdo de sacarose, maltodextrina DE20, goma arabica, soro de leite e lactose
como materiais de parede promoveu a formacao de microparticulas de conidios de 7Trichoderma
asperellum por spray drying, porém o que apresentou os melhores resultados de CV (%) e PS
(%) para os conidios foi a maltodextrina DE20.

Com os resultados obtidos no PCC ficou evidente que a temperatura do ar de entrada,
tanto os termos lineares quanto quadraticos, afetam de forma significativa a sobrevivéncia dos
conidios, causando efeito negativo nos percentuais de conidios vidveis e percentual de
sobrevivéncia quanto aumentada acima de 100 °C, ainda que com alta concentragdo de
maltodextrina DE20 como agente protetor, nas faixas experimentais estudadas. A utilizacdo das
superficies de resposta para a otimizagdo do processo se mostrou adequada para encontrar a
regido otima. Os valores otimizados pelo PCC sdo de 80°C e 1:4,5 MS CTA/MS MS MD20,
respectivamente. Na condicdo de otimizagdo obteve-se experimentalmente rendimento de
secagem de 63,85 + 0,86%, umidade de 4,92 + 0,07%, conidios viaveis de 87,10 + 1,16% ¢
percentual de sobrevivéncia de 85,78 + 2,88%, valores muito bons se comparados com estudos
de microencapsulacdo de microrganismos. De acordo com a avaliacdo morfoldgica do teste de
validacao nao foi observado fissuras ou fissuras aparentes na parede das microparticulas, o que
colaborou para protecao dos conidios.

Os conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados com MD20 apresentaram
alta viabilidade apos 150 dias de armazenamento a 4 °C, exibindo aproximadamente 2,17 x 10°
CFU g,

Apesar do tratamento quimico e biologico de sementes de soja ter sido amplamente
estudado por varios autores, ndo tem sido avaliada a viabilidade de microrganismos
microencapsulados apds a integragao deste método durante o armazenamento de sementes. Por
tal razdo, os resultados obtidos com este estudo apresentam-se inovadores € promissores,
demostrando que os conidios de Trichoderma asperellum microencapsulados podem ser uma
alternativa para alcangar maior compatibilidade com produtos quimicos durante o
armazenamento de sementes, almejando assim obter metodologias para a agricultura

sustentavel e protecdo ao meio ambiente.

Os valores experimentais das isotermas dos conidios microencapuslados
demonstraram que as propriedades adsortivas do pd foram significativamente afetadas pela

presenca de MD20 na formulagdo. Além disso, pode-se concluir que este material utilizado de
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forma isolada ndo ¢ capaz de garantir estabilidade do produto durante o armazenamento em

temperatura ambiente ao longo do tempo, sendo necessario o estudo de novas formulagdes.
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PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a aplicacdo de agentes estabilizantes na formula¢do das microparticulas para
avaliacdo da vida de prateleira do produto;

Comparar o processo de microencapsulagdo por spray drying com secagem por
liofilizagao;

Avaliar outros métodos de microencapsulacdo para protecdo dos conidios de

Trichoderma asperellum.



