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RESUMO

A B-galactosidase ¢ uma enzima de grande importancia comercial que tem sido utilizada
na industria, devido sua grande aplicabilidade. Pesquisadores buscam uma forma adequada para
seu uso industrial, deste modo, realiza-se a imobilizagdo da B-galactosidase que favorece o
manuseio e utilizagdo, bem como seu reaproveitamento. Existem diferentes métodos para
realizar a imobilizagdo e os mais usados sdo adsor¢do, encapsulamento e reticulacdo. A
microencapsulacdo ¢ um método de encapsulamento que consiste na formagdo de uma
microcapsula protegendo o agente de interesse. Esse método pode contribuir para aumentar a
estabilidade morfoldgica, reduzir a desnaturagdo enzimatica, melhorar a permeabilidade fisico-
quimica e a biocompatibilidade enzimatica. Considerando o exposto, o objetivo desse estudo
foi imobilizar por microencapsulagdo as células de K. marxianus que expressam atividade
enzimdtica da [-galactosidase, utilizando como materiais de parede para a formagdo da
microparticula alginato de so6dio, maltodextrina DE10, goma arabica e proteina isolada de soja
com concentracdo de 2%. A microencapsulagdo aconteceu por meio de secagem em spray
dryer. Os parametros de secagem utilizados foram: temperatura de ar de secagem 90 °C; vazao
do ar de atomizagao 40 L/min; fluxo de entrada de ar de secagem 1,65 m3/min; fluxo da solugdo
de alimentacdo igual a 0,600 L/h. Dentre os materiais de parede utilizados, a maltodextrina
DE10 e a proteina isolada de soja (PIS) apresentaram-se como os melhores para as
microparticulas formadas, pois preservaram a atividade catalitica durante a estocagem sob
refrigeragdo em 87,5% e 91,9% e a temperatura ambiente em 83,0% e 75,0% respectivamente,
ambos apresentaram baixa umidade (4,38% e 3,49%) e atividade de agua (0,40 e 0,37), além
da conservagao da atividade enzimatica (20% e 25%) ap0s o processo de imobilizagdo. A célula
sem revestimento apresentou bons resultados, sendo capaz de manter 20% da sua atividade apds
a secagem em spray dryer, além disso apresentou o maior rendimento de secagem (60,5%). O
resultado deste estudo mostrou que o processo de microencapsulagdo pode ser considerado uma
alternativa vidvel ao uso da enzima [-galactosidase em sua forma extracelular liquida pois a
imobilizacao da célula de K. marxianus foi capaz de manter a atividade da enzima. Além disso,
verificou-se a possibilidade de utilizar a enzima sem a necessidade do processo de purificacao,

impactando no custo de produgao.

Palavras chave: encapsulagdo; biopolimeros, imobilizagdo; lactase, material de parede.
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ABSTRACT

The B-galactosidase is an enzyme of significant commercial importance and has found
widespread applications in the industry due to its versatility. Researchers are actively seeking
suitable methods for its industrial utilization, leading to the immobilization of B-galactosidase
to enhance handling, utilization, and recyclability. Various immobilization methods exist, with
adsorption, encapsulation, and cross-linking being the most commonly employed.
Microencapsulation, a specific encapsulation method, involves the formation of microcapsules
to protect the target agent. This method has the potential to enhance morphological stability,
reduce enzymatic denaturation, improve physical-chemical permeability, and enhance
enzymatic biocompatibility. In light of the above, the primary objective of this study was to
immobilize [B-galactosidase enzymatic activity in K. marxianus cells through
microencapsulation. The selected wall materials for microparticle formation were sodium
alginate, maltodextrin DE10, gum arabic, and isolated soy protein, each at a concentration of
2%. Microencapsulation was achieved through spray drying, employing the following drying
parameters: drying air temperature of 90 °C, atomization air flow rate of 40 L/min, drying air
inlet flow of 1.65 m*/min, and a feeding solution flow rate of 0.600 L/h. Among the chosen wall
materials, maltodextrin DE10 and isolated soy protein (ISP) demonstrated superior
performance in preserving catalytic activity during refrigerated storage (87.5% and 91.9%) and
at room temperature (83.0% and 75.0%), exhibiting low moisture content (4.38% and 3.49%)
and water activity (0.40 and 0.37). Furthermore, these materials maintained enzymatic activity
(20% and 25%) post-immobilization. The uncoated cell also yielded promising results,
retaining 20% of its activity after spray drying and achieving the highest drying efficiency
(60.5%). This study underscores the viability of microencapsulation as an alternative to utilizing
B-galactosidase in its liquid extracellular form. The immobilization of K. marxianus cells
proved effective in maintaining enzymatic activity, and the possibility of using the enzyme

without purification suggests potential cost savings in the production process.

Keywords: encapsulation; biopolymers, immobilization; lactase, wall material.



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Cerca de 70% da populacao adulta sofre atualmente de intolerancia a lactose, pessoas
que perderam a capacidade de hidrolisar a lactose, apresentando sintomas clinicos apds o
consumo de leite e seus derivados (DEWIASTY et al., 2021; FACIONI et al., 2020; KANTH
et al., 2019; WILEY, 2020). Ap6s a hidrolise da lactose, a glicose ¢ utilizada principalmente
para producao de energia; entretanto, a galactose € utilizada pelos recém-nascidos para diversos
propositos como producdo de energia; comunicagdes célula-célula, fun¢des imunologicas,
estabilizacdo de células epiteliais e desenvolvimento neurologico (FOGLIANO et al., 2020;
SZILAGYI; ISHAYEK, 2018; TREISTER-GOLTZMAN; FRIGER; PELEG, 2018).

Devido a grande parte da populagdo mundial apresentar intolerancia a lactose, a f-
galactosidase se torna uma enzima de grande importancia. Possui vasta aplicabilidade, além de
hidrolisar a lactose, ¢ capaz de catalisar reacdes de transgalactosilagdo para produzir
galactosideos e oligossacarideos, prebidticos de grande relevancia pois possuem vantagens
nutricionais (MUHAMMED ALSHANBERI et al., 2021).

O uso da enzima em sua forma livre nem sempre ¢ o mais viavel, pois pode resultar em
altos custos devido as perdas por desnaturacdo e para contornar essa problemadtica surgiu a
imobilizagdo enzimdatica com o objetivo de melhorar a sua estabilidade em aplicagdes
biotecnoldgicas e reduzir o custo dos processos em que se utilizam a enzima , além disso
propicia a possibilidade de reutilizar a enzima e de modo geral, pode proteger a mesma de
possiveis desnaturacdes que possam ocorrer durante a sua utilizaggjo (MUHAMMED
ALSHANBERI et al., 2021).

Viarios métodos podem ser usados para este fim e a escolha do método deve ser feito
com base em diversos fatores como, produtividade, estabilidade, atividade residual,
armazenamento, custo, tamanho das particulas, material da parede, entre outros fatores
(PEANPARKDEE; IWAMOTO; YAMAUCHI, 2016; REIS et al., 2019). O estudo da
microencapsulacao em spray dryer de células de Kluyveromyces marxianus que expressam
atividade de P-galactosidase ¢ justificado por suas implicagdes praticas, econdmicas €

cientificas, com potencial para impactar positivamente a industria e a pesquisa na area.
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1.1 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do material de parede na estabilidade da [3-
galactosidase presente na célula de Kluyveromyces marxianus microencapsulada em spray
dryer com diferentes materiais de parede e verificar as propriedades das microparticulas apds a
secagem. Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Caracterizar fisico-quimicamente as particulas formadas quanto a umidade, atividade
de 4agua, rendimento, higroscopicidade, solubilidade;

- Avaliar a morfologia da microparticula por meio da microscopia eletronica de
varredura (MEV) e da espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR);

- Caracterizar a enzima presente na célula ap6s a microencapsulagdo em relagdo a

estabilidade ao pH, temperatura e estocagem.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Este trabalho estd estruturado em capitulos. No primeiro capitulo apresenta-se uma
introdugdo generalizada sobre o tema, abordando a justificativa e relevancia do tema. O segundo
capitulo ¢ composto por um artigo de revisdo da literatura e suas se¢des contemplam os assuntos
referentes a enzimas, materiais de parede, métodos de imobiliza¢do, estudos relevantes
referentes ao tema e referéncias da literatura utilizadas no artigo. O terceiro capitulo refere-se a
um artigo intitulado como “Efeito de diferentes materiais de parede na formacdo de
microparticulas de células de kluyveromyces marxianus que expressam atividade de -
galactosidase”, e suas secdes contemplam os materiais e métodos, resultados e discussoes,

conclusdes e as referéncias da literatura utilizadas no primeiro e no terceiro capitulos.



CAPITULO 2 - REVISAO DA LITERATURA:

ASPECTOS GERAIS RELACIONADOS A MICROENCAPSULACAO DE p-
GALACTOSIDASE

2.1 INTRODUCAO

O uso de enzimas em processos industriais tem sido cada vez mais comum como
alternativa aos processos quimicos que geram substratos indesejados. A crescente preocupagao
com a ingestao de produtos que possam causar danos a saude ou ao meio ambiente impulsiona
estudos que buscam minimizar ou extinguir tais efeitos (SOARES et al., 2020; TRIBST;
AUGUSTO; CRISTIANINI 2013).

Dentre as enzimas com alto apelo comercial, a enzima [-galactosidase se destaca por
sua funcionalidade e impotincia. Sua fun¢do primaria ¢ realizar a hidrolise da lactose além de
participar da sintese dos outros compostos como galacto-oligossacarideos (GOS) e lactulose
(CARDOSO et al., 2017; GURDAS; GULEC; MUTLU, 2012; SOUSA et al., 2021; TORRES
et al., 2010). A reacdo de hidrélise da lactose realizada pela B-galactosidase, resulta em vérias
vantagens tecnoldgicas como maior poder adocante; reducdo da cristalizacdo da lactos;
diminui¢do da incidéncia de reacdo de Maillard; desenvolvimento de produtos especificos para
intolerantes 4 lactose, entre outros (DOMINGUEZ-JIMENEZ; FERNANDEZ-SUAREZ, 2017;
GANZLE; HAASE; JELEN, 2008; JUAJUN et al., 2011).

As enzimas sdo suscetiveis a fatores como pH, temperatura, tempo, entre outros, por
1sso ¢ um desafio preservar sua atividade enzimatica por longos periodos. Para muitas
aplicagdes industriais, o uso de enzimas livres, incluindo -galactosidase, pode significar um
aumento consideravel no custo do processo por nao serem reutilizaveis. Portanto, € comum o
uso de enzimas imobilizadas. Ao comparar as enzimas imobilizadas com a enzimas livres, nota-
se algumas vantagens da enzima imobilizada, como possibilidade de reutilizagdo, maior
estabilidade e, em alguns casos, elimina a necessidade de armazenamento sob refrigeracao
(AMERI; MAA, 2006; NAMALDI; CALIK; ULUDAG, 2007; SHAFI; AHMED; HUSAIN,
2021).

Este trabalho tem por finalidade revisar a microencapsulagdo da enzima -galactosidase,
incluindo diferentes tipos de polimeros para revestimento e diversas fontes de obtengao da
enzima [-galactosidase bem como métodos e perspectivas de imobilizagdo enzimatica para

aplicacdo de B-galactosidases imobilizadas em setores industriais.
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2.2 ENZIMAS INDUSTRIAIS

Enzimas t€m sido usadas e exploradas para os mais diversos propositos desde o passado

distante. Produtos amplamente conhecidos como vinho, vinagre, cerveja, pao, queijos, massas,

entre outros, sdo obtidos por meio de processos fermentativos e enzimaticos (FASIM; MORE;

MORE, 2021; KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002). No Quadro 2.1 esta evidenciada uma

variedade de enzimas que sdo utilizadas em indistrias com diferentes aplicabilidades.

Quadro 2.1 - Versatilidade de utilizagdo de enzimas que se estendem aos mais variados tipos

de industrias.

Industria Enzima Aplicacao Referéncia
Ali a Amilase; .
.1mentag:a0 mrase, Suplemento alimentar Bedford (2018)
animal Polissacaridase
Amilase: Maciez e volume do pao;
o estabilidade, fortalecimento e | Hamer (1995)
) . o-amilase; .. .
Panificacdo B-amilase: condicionamento ~ da  massa; | Pourmohammadi
. branqueamento do pao; biscoitos; | e Abedi (2021)
Glucoamilase
for¢a da massa
Lactase;
Celulase;
Xilanase; Despectinizacdao; clarificacdo e
Bebida . tratamento de sucos; produgdo de | Patel et al. (2016)
Pectinase; . .
cerveja; rolha de cortica
Acetolactato;
Descarboxilase
C.elulases; Limpeza; clarificacdo da ccir; Olsen e Falholt
Lipases; removedor de manchas; remocao (1998)
Detergentes Peroxidase; de manchas de proteinas; remocao | ..
i : ~ Singh et al.
Amilases; de manchas de amido, remocao de
1 (2021)
proteases manchas de lipidios
Coagulacdo do leite, confere sabor | James et al.
Galactosidases; | do queijo; remoc¢do de lactose; | (2009);
Laticinios Proteases; confere textura em produtos a base | Patel et al.(2016);
Lipases de frutas; modificar propriedades | Sutay Kocabas et
viscoelasticas al. (2022)
Oleos . . N Posorske (1984);
gorduras Lipases Transesterificagao Guo et al. (2005)

Continua.
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Cont. Quadro 2.1 - Versatilidade de utilizagdo de enzimas que se estendem aos mais

variados tipos de industrias.

Industria Enzima Aplicacgio Referéncia
- Fang et al (2017);
Couro Protease Batecao; decapagem Fotouh et al. (2016)
Produtos  de | .. .. .
. Lipases Antimicrobiano; branqueamento Sunar et al (2016)
higiene
Farmacéutica Producao de galacto-
Galactosidases | oligossacarideos; producdo de | Bertonietal. (2018)
lactulose; biossensores
Xil . .
1'anase, Controle de contaminantes; | Bajpai (1999);
Celulases, N . )
Polpa e papel Lacases remo¢ao de biofilme; revestimento | Demuner et al
) ’ de amido; modificagdo de fibra (2011)
Lipases
Amilase, . ~
Amaciamento de algodao;
Protease, lavagem; terminagdo de alvejante;
Textil Catalase, et ¢ N I | Chen et al. (2007)
branqueamento; remog¢ao  do
Celulase,
: eXCesso0.
Pectinase
Tratamento de . , 1 Buckley (2010)
residuos Galactosidases | Tratamento de dgua poluida; Lawton (2021)

Na industria alimenticia a aplicagdo da tecnologia enzimética € notoria, visto que esses
biocatalisadores permitem a formagdo de compostos desejdveis abrangendo a verdadeira
producdo do alimento, mas também propiciam a formagdo de compostos que podem levar a
perda de qualidade. Deste modo ¢ possivel afirmar que certos alimentos ndo poderiam se quer

existir sem a a¢do das enzimas (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002).

2.2.1 Enzima B-galactosidase e seu mecanismo de acao

As B-galactosidases (E.C. 3.2.1.23) pertencem a familia das hidrolases glicosidicas
(GENNARI et al., 2021) e sao classificadas estruturalmente em quatro grupos (GH 1, GH 2,
GH 35 e GH 42), e de acordo com sua classe, a -galactosidase podem apresentar variagdes
estruturais (ALBUQUERQUE et al., 2021).

As propriedades das P-galactosidases podem variar de acordo com sua fonte de
obteng¢do, mas no geral a faixa de peso molecular ¢ de 115kDa -205 kDa, o pH 6timo esté entre
3,5 - 7,5, pH de estabilidade de 2,5 - 8 e temperatura 6tima 35 °C — 60 °C (SHUKLA;
WIERZBICKI, 2009; VOORDE et al., 2014).
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A PB-galactosidase, enzima responsavel pela hidrolise da lactose através de seus sitios
ativos locais, hidrolisa residuos terminais nao redutores B-D-galactose em B-D-galactosideos
(ARGENTA; NOGUEIRA; SCHEER, 2021; CAREVIC et al., 2015). Podem catalisar reagdes
hidroliticas e de transgalactosilagao (Figura 2.1) dependendo das condi¢des do processo em que
o substrato e a enzima estdo (VERA et al., 2020), e os parametros que afetam a atividade da -
galactosidase incluem pH da solugdo aquosa, tempo de contato, tempo de rea¢do, concentracao

e temperatura (CARGNIN; GASPARIN; PAULINO, 2020).

Figura 2.1 - Mecanismo simplificado para sintese de GOS e hidrolise da lactose.

Galactose B-galactosidase

Glicose HO A -0, OH
. \

Lactose

Complexo
Galactosil-enzima

Lactose / GOS i

B-galactosidase \
'f'\ _OH Ao OH
GOSi [ y

Lactose / o o Y

GOS3/GOSi+1 B-galactosidase

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
O tri-sacarideo (GOS 3) ¢ o primeiro produto da transgalactosilacdo e em seguida, mais unidades de galactose sdo

adicionadas sequencialmente para produzir a cadeia mais longa GOS 4, GOS 5 e assim por diante. Normalmente,

7331

1”variade4a7.

A concentragdo inicial de lactose influencia significativamente na produgao de GOS, e
altas concentragdes iniciais de lactose levam a maiores rendimentos de GOS devido a
diminui¢do da atividade de dgua e maior disponibilidade de aceptores de enzimas (SASS;
JORDENING, 2020).

Quando a hidrdlise enzimatica da lactose € realizada na presencga de frutose, a fracao
galactosil pode ser ligada ao atomo C4 da frutose, formando assim o dissacarideo lactulose

(Figura 2.2) (SCHUSTER-WOLFF-BUHRING; FISCHER; HINRICHS, 2010).
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Figura 2.2 - Mecanismo simplificado para sintese de lactulose.

Galactose B-galactosidase

Glicose HO /-J;O\OH
OH 0
H H
Lactose H A~ O, o H OH
p \ H.0

HO v h Complexo  ~—%
Galactosil-enzima

Frutose

B-galactosidase k CH,0H CH,0H
oH4f—0 7 [0~ 9 e
ot 1 ) L KH HO + ¥
H OH CH,OH

H OH H
Lactulose B-galactosidase

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

A lactulose pode ser sintetizada por método quimico, eletroativagao e enzimatico, com
o uso da lactose como matéria-prima, o que ¢ comum (NOOSHKAM; BABAZADEH;
JOOYANDEH, 2018). O método quimico requer condigdes bruscas de temperatura e pH, além
disso requer substratos de elevada pureza e muitos reagentes resultando na formagdo de
produtos que podem ser toxicos, deste modo torna-se preferivel a rota biologica que € vista
como mais eficiente para a sintese deste dissacarideo e pode ser realizada com substratos
alternativos como o permeado de soro (DALMEIDA et al., 2018).

Outras funcdes bioldgicas dessas enzimas incluem a degradagdo de polissacarideos que
ocorrem nas paredes celulares das plantas, degradacdao de glicolipidios e proteoglicanos em
mamiferos e metabolismo de galactosideos em microrganismos (SEDDIGH; DARABI, 2014;
VERA et al., 2020).

2.2.1.1 Fontes

Diferentes organismos vivos, como microrganismos, animais € plantas, sao fontes de 3-
galactosidases. Os microrganismos utilizados para a extracdo da enzima [(-galactosidase sao
leveduras, fungos e bactérias (HAIDER; HUSAIN, 2009). A levedura Kluyveromyces lactis é
amplamente utilizada (FACIN et al., 2015; KLEWICKI, 2007) e os produtos obtidos a partir

desses microrganismos sao reconhecidos como seguros (status GRAS) para consumo humano
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(EL-SALAM; IBRAHIM; AMER, 2020). Entre as vantagens de se utilizar microrganismos
para a obten¢do da [-galactosidase s3o sua alta atividade, estabilidade e facilidade de
fermentagdo onde sdo facilmente obtidas com altos rendimentos (SAQIB et al., 2017).

A producao de B-galactosidase a partir de microrganismos tem se mostrado muito
econdmica e eficaz. O crescimento de microrganismos pode ser realizado em bateladas ou por
fermentagdo continua, e a produgdo pode ser favorecida com a incorporagdo de coadjuvantes
como suplementos enzimaticos; no entanto, a enzima extraida das células ¢ mais suscetivel as
variacoes ambientais (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018).

A origem das (-galactosidases tém influéncia significativa na atividade destas enzimas,
sendo um dos principais fatores que podem favorecer ou desfavorecer as reagdes de hidrolise e
transgalactosilacdo, além disso a fonte de obtencdo também influencia na estabilidade e
condi¢cdes Otimas de temperatura e pH. Por exemplo, as B-galactosidases de Aspergillus oryzae
e Bacillus circulans t€m atividade de transgalactosilagdo mais intensa, enquanto as de
Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis tendem a favorecer a hidrdlise
(ALBUQUERQUE et al., 2021). No Quadro 2.2 estdo apresentadas diferentes fontes para

obtencao de B-galactosidases e alguns exemplos de aplicagdo.

Quadro 2.2 - Diferentes fontes de -galactosidase estudadas.

Microrganismo Espécie Aplicagao Referéncias

Souza et al. (2018);
Ricardi et al. (2018);
Beniwal et al. (2018);
Albuquerque et al. (2018);
Cargnin et al. (2020);
Wolf et al. (2021);

Lima et al. (2021) ;

Neto et al. (2021)

Aplicagdo em tecnologia
de leites, hidrolise de
Kluyveromyces lactose, hidrolise de soro
Leveduras (Saccharomyces) |de leite para producao de
lactis etanol, sintese de lactulose
de soro de queijo, sintese

de lactulose

Estevinho et al. (2014a)
‘ Hidroélise da lactose em Estevinho et al. (2014b)
Bactérias Escherichia coli )
produtos lacteos Estevinho et al. (2015)

Burgos et al. (2019)

Continua.
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Cont. Quadro 2.2Quadro 2.1. - Diferentes fontes de -galactosidase estudadas.

Microrganismo Espécie Aplicacao Referéncias
Bifidobacterium S '
Hidrolise da lactose Tizchang et al. (2021)
bifidum
Bacillus Hidrolise da lactose em . '
Kuribayashi et al. (2021)
licheniformis produtos lacteos
Bacterias Produgao de galacto-|Sen etal. (2014)
Bacillus circulans ‘
oligossacarideos Hackenhaar et al. (2021)
Lactobacillus Produg¢do de galacto-|
Jietal. (2020)
leichmannii oligossacarideos
Haider = and  Husain
(HAIDER; HUSAIN,
2009)
Hidrolise da lactose do |Husain et al. (2011)
leite e do soro de leite, | Guidini et al.(2011)
sintese de lactulose, | Guerrero et al. (2015)
Aspergillus oryzae |produgdo de galacto- | Klein et al.(2016)
oligossacarideos, Souza et al. (2019b)
Fungos ) .
producdo  de  4cido|Sass and  Jordening
gluconico (SASS;  JORDENING,
2020)
Arsalan et al. (2020)
Todea et al. (2021)
Aspergillus niger | Hidrdlise da lactose Martarello et al. (2019)
Aspergillus Sintese de lactulose e |Cardoso et al.
lacticoffeatus galacto-oligossacarideos |(CARDOSO et al., 2017)
23  B-GALACTOSIDASE APLICADA A PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

A utilizagdo da enzima B-galactosidase ¢ vasta (Figura 2.3); pode ser aplicada na

industria alimenticia, em aplicagcdes ambientais, em industrias farmacéuticas, além de ser

essencial para a digestdo da lactose. A enzima desempenha um papel vital no corpo humano,
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responsavel pela eliminacdo de residuos de galactose de diferentes substratos, como
glicoproteinas, gangliosideos e esfingolipideos (DAMIN et al., 2021; SHARMA; SHARMA;
LEBLANC, 2021).

Figura 2.3 - Aplicagdes de -galactosidase microbiana.
Hidrélise da lactose Producéo de prebidticos

presente no leite como
Tratamento de GOS e lactulose

: o
residuos contendo ‘-\ A
lactose dos laticinios _/

E Aumento da vida Gtil
f RS de produtos com lactose
y/_-‘ . B-galactosidase /4

Producgéo de
adocantes contendo

glicose e galactose
( Minimizacao da
4 > cristalizacdo da lactose
Biosensor

e biomarcador enzimatico

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Outros usos da enzima foram relatados:

— producao de adocante para adocar sorvetes, panificagdo e confeitaria, pois a
hidrdlise da lactose resulta em dois monossacarideos com maior poder adogante (XAVIER;
RAMANA; SHARMA, 2018);

- auxiliar na sintese de suplementos energéticos a base de soro de leite ou no
tratamento do soro de leite antes de descartd-lo na natureza, pois a lactose no soro aumenta a
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e a Demanda Biologica de Oxigénio (DBO) da dgua e
atua como um poluente ambiental (SHAFI; AHMED; HUSAIN, 2021);

— glicosilagdo de varios compostos, através de -galactosidase como doador de
glicosil, B-glicosidases podem glicosilar compostos como alcoois alifaticos, aminoacidos,
nucleosideos, antibidticos, agucares, alcoois de acucar, produtos glicosideos naturais e
semelhantes; além disso, as B-glicosidases também podem ser usadas para liberar agliconas
fenolicas de suas ligagdes glicosidicas e, portanto, podem aumentar a quantidade e a atividade
nutracéutica de antioxidantes fendlicos (LU et al., 2020);

— sintese de lactulose (4-O-B-D-galactopiranosil-D-frutose), um importante

dissacarideo, prebiotico, medicamento para o tratamento da constipacdo cronica e encefalopatia
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hepatica (UBILLA et al., 2020); os biocatalisadores sdo essenciais para o processo de obtencao
da lactulose, visto que o processo quimico € caro e de baixo rendimento (SEREY et al., 2021);
— biossensor enzimatico por meio da integragao entre o analito, a enzima redox e
o eletrodo para medir o teor de lactose em alimentos (SHARMA; LEBLANC, 2017);
— biomarcador para detec¢do de senescéncia e cancer (SHARMA; SHARMA;
LEBLANC, 2021).

2.3.1 Pessoas intolerantes a lactose

A grande importancia da producdo da enzima [-galactosidase em escala industrial esta
associada a incapacidade de digerir a lactose (RATAJCZAK et al., 2021). A intolerancia a
lactose ¢ causada por uma diminui¢do geneticamente programada da galactosidase intestinal
apds o desmame (SURI et al. 2019). Existem trés tipos de intolerancia a lactose: congénita,
primdria e secundaria: i) deficiéncia congénita de lactase - uma doenca autossdmica rara
associada a auséncia de expressdo de lactase em recém-nascidos (PORZI et al., 2021); ii)
deficiéncia primaria - perda da atividade da lactase na idade adulta devido a varios
polimorfismos na regido promovendo a transcri¢cao do gene da lactase (SZILAGY; ISHAYEK,
2018) e iii) deficiéncia secundaria - geralmente transitoria, causada por gastroenterite infecciosa
que afeta a atividade da lactase (MISSELWITZ et al., 2019).

Os sintomas gastrointestinais tipicos da intolerancia a lactose incluem inchago, diarreia,
gases, dor intestinal, borborigmo e flatuléncia (BOUCHOUCHA et al., 2021; VARJU et al.,
2020), geralmente ocorrem dentro de algumas horas apds o consumo de alimentos que contem
lactose (JANSSON-KNODELL et al., 2020). Os sintomas sdo inespecificos e a intensidade
varia de acordo com a quantidade de lactose ingerida e a suscetibilidade individual
(MARTINEZ VAZQUEZ et al., 2020).

Uma solugdo simples para pessoas com intolerancia a lactose ¢ excluir total ou
parcialmente os alimentos que contém lactose da dieta (CATANZARO; SCIUTO; MAROTTA,
2021). No entanto, esses alimentos sdo nutricionalmente ricos; portanto, surge a importancia do
uso da enzima PB-galactosidase nas industrias de alimentos para a produ¢do de produtos com
baixo teor de lactose, atendendo assim as necessidades das pessoas com intolerancia a lactose
(MOVAHEDPOUR et al., 2022).

A remocao da lactose do leite e produtos lacteos os torna aceitaveis para pessoas com

intolerancia a lactose, de modo que a industria de laticinios dedicou recursos significativos para
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desenvolver a hidrélise da lactose através da [-galactosidase (BASSO; SERBAN, 2019) em
produtos como leite, iogurtes, queijo cottage (SAQIB et al., 2017), queijo coalho, sorvete e

manteiga (NIVETHA; MOHANASRINIVASAN, 2017).

2.3.2 Galacto-oligossacarideos (GOS)

A producdo de alimentos prebioticos ¢ de grande interesse da industria e dos
consumidores; assim, a enzima B-galactosidase tem mostrado sua importancia, pois tem sido
utilizada para obter importantes prebidticos (GOS) (PANESAR et al., 2018). GOS sdo
reconhecidos como ingredientes valiosos na nutricdo humana e animal. Na industria
alimenticia, sdo usados em férmulas e outros alimentos infantis para estimular o crescimento
de bifidobactérias no célon de bebés (JI et al., 2021; SASS; JORDENING, 2020; TODEA et
al., 2021), além de sua aplicagcdo como ingredientes funcionais (prebidticos) que tem crescido,
principalmente em bebidas e laticinios (ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD, 2018).

Dentre as vantagens do GOS, destacam-se: indu¢do da sensacao de saciedade; adocantes
de baixa caloria, baixo indice glicémico e ndo cariogénicos; importante no controle do peso
corporal; alivio da constipacdo; propriedades prebioticas podem ser facilmente incorporadas
em muitos produtos (URETA et al., 2020); auxiliam na absorc¢ao de calcio, magnésio e fosforo,
melhorando o equilibrio mineral do corpo (VAN LEUSEN et al., 2014) e promovem a
regulacdo das bifidobactérias no intestino humano e a inibi¢do de bactérias intestinais
potencialmente nocivas (EL-SALAM; IBRAHIM; AMER, 2020).

A producdo de GOS em escala industrial se dé através do soro de leite, que ¢ gerado em
grandes quantidades em todo o mundo; na Europa, por exemplo, foram produzidas 55,5 milhoes
de toneladas em 2020 (EUROSTAT, 2020); sendo utilizada como fonte primaria de lactose
(SCOTT; VERA; CONEJEROS, 2016). No entanto, outros coprodutos lacteos ricos em lactose
podem ser usados como leitelho e permeado de soro (ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD,
2018; FARA et al., 2020; PASSOS et al., 2021; RICO-RODRIGUEZ et al., 2021).

2.4  METODOS DE IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Existem diferentes métodos de imobilizacdo enzimatica, mostrados na Figura 2.4. Em
geral, os métodos podem ser divididos em fisicos e quimicos, com base nos diferentes tipos de
ligagdes ou interagcdes que podem ser feitas. Os métodos fisicos sdo caracterizados por suas

ligacdes fracas e sao exemplos adsorc¢ao e encapsulamento. Os métodos quimicos, por sua vez,
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envolvem ligagdes covalentes ou reticulagdo (HANAUER et al., 2021; KIM; GRATE; WANG,
2006; SHELDON; VAN PELT, 2013; ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2017).

O método de imobilizacdo deve ser escolhido com cuidado, considerando o tipo de
ligacdo desejada entre o suporte e a enzima, o ciclo de reutilizacdo e a finalidade (RIBEIRO et
al.,, 2021). Além disso, ¢ possivel utilizar o método de imobilizagdo isoladamente ou em
combinac¢do para obter formas eficientes de alterar a especificidade, seletividade, atividade e

estabilidade das enzimas (MATEO et al., 2007).
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Figura 2.4 - Métodos de imobilizagdo enzimatica.
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2.4.1 Meétodos fisicos

2.4.1.1 Adsorcdo

A adsorcao enzimatica consiste em interacdes reversiveis fracas entre o adsorvente e o
adsorbato através de ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e forgas
predominantemente de Van der Waals (HANAUER et al., 2021). O suporte ¢ imerso na enzima
para adsorcdo fisica ou seco nas superficies dos eletrodos; assim, as enzimas adsorvidas sio
protegidas da agregacdo, protedlise e interagdo com interfaces hidrofobicas (DATTA;
CHRISTENA; RAJARAM, 2013).

A imobilizacdo enzimatica por adsor¢ao tem vantagens, como condi¢des de preparacao
suaves e faceis, baixo custo, sem aditivos quimicos, especialmente reagentes de reticulagao,
alta carga enzimatica e regeneracdo do suporte para varios usos (THANGARAJ; SOLOMON,
2019). Apesar de simples de se realizar, a estabilidade ¢ baixa devido a lixiviagao das enzimas
adsorvidas (KIM et al., 2008). O método de adsor¢do utiliza carreadores insoliveis em agua,
como derivados de polissacarideos, polimeros sintéticos e vidro (DATTA; CHRISTENA;
RAJARAM, 2013). O processo de adsor¢ao fisica geralmente gera mudangas significativas no
microambiente da proteina e normalmente envolve a adsor¢do multiponto de proteinas entre
uma unica molécula de proteina e uma série de sitios de ligagdo na superficie de imobilizacao
(MERYAM SARDAR, 2015).

Hussain et al. (HUSAIN et al., 2011) imobilizaram com sucesso a 3-galactosidase por
adsorcdo em ZnO ¢ ZnO-NP nativos, exibindo 60% e 85% de rendimento de imobilizagao,
respectivamente. Tizchang et al. (TIZCHANG et al., 2021) imobilizaram a 3-galactosidase por
adsor¢ao em nanotubos de haloisita obtendo 89,5% de rendimento. Sel et al. (2020) obtiveram
um rendimento de 76% de imobiliza¢do de catalase por adsor¢ao em copolimeros de poli [metil

metacrilato-co-poli (etileno glicol) metacrilato].

2.4.1.2 Encapsulamento

Um dos métodos amplamente utilizados para imobilizacdo ¢ o encapsulamento
enzimatico, este método consiste em imobilizar enzimas dentro de matrizes porosas,
melhorando sua estabilidade criando um microambiente protetor ou atuando como barreira

fisica a0 meio externo (ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2017). Em outras palavras, o
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confinamento enzimatico em uma membrana ou encapsulamento enzimatico ¢ um processo que
consiste em confinar enzimas dentro de membranas semipermeaveis com permeabilidade
controlada e seletiva (THANGARAJ; SOLOMON, 2019).

Na técnica de microencapsulagao, o carregamento da enzima depende apenas do espago
vazio dentro do envelope criado durante a formagao do gel — quanto mais espago significativo
dentro do gel, melhor o aprisionamento (SEN et al., 2014).

O processo ¢ simples, barato e atraente depois de capturar muitas biomoléculas. O
método de encapsulamento limita 0 movimento, mas permite o reconhecimento e a catalise do
substrato. Géis de origem natural ou sintética sdo amplamente utilizados como material de
suporte encapsulante (SNEHA; BEULAH; MURTHY, 2019). Aprisionar enzimas em géis ou
fibras ¢ um método conveniente para uso em processos envolvendo substratos e produtos de
baixo peso molecular (MERYAM SARDAR, 2015). A imobilizagdo por aprisionamento
mostrou-se adequada, pois o rendimento pode chegar a mais de 85% e com uma perda de

atividade enzimatica relativamente baixa (ARGENTA; NOGUEIRA; SCHEER, 2021).

2.4.2 M¢étodos quimicos

2.4.2.1 Ligag¢do covalente

A ligagdo covalente ¢ um dos métodos de imobiliza¢do enzimatica mais sofisticados e
estaveis de ligagdo enzima-carreador, que impede a eluicao da proteina em solugdo e, em alguns
casos, ¢ capaz at¢ de melhorar a atividade e a afinidade da enzima. No entanto, os métodos
covalentes podem ser relativamente caros e complicados, pois na maioria dos casos, o suporte
requer ativacdo inicial, e algum bloqueio de grupos reativos livres ¢ recomendado apos a
imobilizacido (GARCIA-GALAN et al.,, 2011; SOUZA; GARCIA-ROJAS; FAVARO-
TRINDADE, 2018; ZUCCA; SANJUST, 2014).

O método de ligacao covalente estabiliza consideravelmente a atividade da enzima, mas
requer longos processos para ligar covalentemente as moléculas da enzima a superficie do
suporte (KIM et al., 2008). No entanto, a imobilizagdo enzimdtica por ligagdo covalente
geralmente garante a maior forca de ligag@o entre o suporte e a enzima, além disso, geralmente
ndo interfere na transferéncia de massa reagente-produto e garante uma estabilidade operacional

em condic¢oes extremas (ZUCCA; SANJUST, 2014).
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2.4.2.2 Reticulacgdo

A reticulagdo quimica ¢ a ligacdo covalente estdvel de duas ou mais moléculas. O
processo ¢ amplamente utilizado para imobilizagdo enzimatica, e também ¢ usado para
estabilizar a estrutura da proteina ou identificar parceiros de interacdo desconhecidos. Os grupos
funcionais nas extremidades da molécula do agente de reticulagdao reagem diretamente com as
cadeias laterais de aminoacidos de superficies especificas da proteina alvo. Esses grupos
funcionais sdo aminas primadrias, carboxilicas, sulfidrilas ou carbonilas (KAZENWADEL et al.,
2015).

Por reticulagdo, podem ser formados agregados enzimaticos reticulados (CLEA) ou
cristais enzimaticos reticulados (CLEC). Os CLECs sdo obtidos através da precipitagdo
controlada de enzimas (forma pura) em microcristais seguida de reticulacdo através do uso de
reagentes bifuncionais formando ligacdes covalentes entre grupos reativos livres na superficie
dos cristais da enzima. Suas caracteristicas sdo armazenamento prolongado, insolubilidade em
solugdo tampdo e solventes organicos; recuperagdo e reutilizagdo; processo de aquisi¢ao
oneroso. Os CLEAs s3o formados a partir da precipitacdo da enzima (pura ou ndo), depois
sofrem reticulagdo quimica usando reagentes bifuncionais. Suas caracteristicas sdo: insoluveis;
custo reduzido em relagdo ao CLEC; podem formar grandes aglomerados que causam
limitacdes de difusdo do substrato a enzima (GARCIA-GALAN et al., 2011).

Hé grande interesse em enzimas imobilizadas sem carreadores, como CLECs e CLEAs,
pois oferecem vantagens como atividade enzimatica altamente concentrada combinada com alta
estabilidade e baixo custo de producdo. Por outro lado, a imobilizagdo com adicao de suportes,
tem um custo de producdo maior, pois requer um suporte adicional, além disso, o uso de um
suporte durante a reticulagdo resulta em uma baixa atividade enzimatica devido a introducao de
grande parte de nao-lastro catalitico, atuando como diluente da atividade enzimética, resultando
em menores rendimentos e produtividade (SHELDON; VAN PELT, 2013).

A reticulagdo previne o processo de lixiviagdo, preservando a estabilidade, criando
agregados enzimaticos. No entanto, isso pode reduzir sua bioatividade devido a baixa
flexibilidade e limitagdes de difusdo (LEE et al., 2021). Sob condigdes de agitagdo severa por
uma semana, as enzimas reticuladas mostraram diminuicdo insignificante da atividade. Em
contraste, abordagens convencionais, incluindo adsor¢do e fixacdo covalente, resultaram em

mais de 50-90% de inativacao da enzima sob a mesma condigao (KIM et al., 2008).
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No método de reticulagdo por ligacdo covalente, sdo utilizados reagentes bi ou
multifuncionais, como glutaraldeido, bis(diazo)benzidina e diisocianato de hexametileno
(DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2013). O glutaraldeido ¢ geralmente o agente de
reticulagdo mais usado, pois ¢ barato e prontamente disponivel em quantidades comerciais. A
reticulagcdo ocorre através da reacao de grupos amino livres de residuos de lisina, na superficie
de moléculas enzimaticas préximas, com oligdmeros ou polimeros de glutaraldeido, resultando
em condensacdes alddlicas inter e intramoleculares (SHELDON, 2011). Guidini et al.
(GUIDINI et al., 2011) descobriram que a reticulacdo de -galactosidase com glutaraldeido
adsorvido em Duolite A568 aumentou a estabilidade em comparagdo com a enzima nao
reticulada apos incubagdo a 55 °C por mais de duas horas. Guerrero et al. (GUERRERO et al.,
2015) imobilizaram a referida enzima por reticulagdo com glutaraldeido, obtendo um

rendimento de 30%.

2.5  MICROENCAPSULACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE E DE
CELULAS QUE EXPRESSAM ATIVIDADE ENZIMATICA

A microencapsulacao ¢ um método de imobilizacdo por confinamento que protege um
composto ativo chamado nucleo através de uma barreira fisica. A técnica consiste em aprisionar
goticulas liquidas, particulas s6lidas ou compostos gasosos em filmes finos constituidos por
uma matriz homogénea ou heterogénea (GHARSALLAOUI et al., 2007).

O método de microencapsulacdo deve ser escolhido de acordo com a finalidade
especifica do produto final, dando importancia a fatores como tamanho de particula desejado,
propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da parede, mecanismos de liberacao desejados,
custo, aplicabilidade e viabilidade do processo (POLYAKOV et al., 2004). De acordo com
Sohail et al. (2011), os métodos podem ser divididos em métodos fisicos, fisico-quimicos e

quimicos mostrados no Quadro 2.3.

Quadro 2.3 - Métodos de microencapsulacao.

Tipos Métodos de microencapsulacio de compostos bioativos
Fisico-quimico coacervagdo simples ou complexa, emulsificagdo/evaporagdo de
solvente
Métodos Fisicos secagem por atomizacdo, revestimento por pulverizagao,
resfriamento por pulverizagdo, gelificagdo idnica, leito
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fluidizado, centrifugagdo por extrusao multi-orificios,

cocristalizagdo, liofilizagao.

Métodos Quimicos polimerizacdo interfacial, inclusdo molecular ou inclusdo

complexa.

Desai et al. (DESAIL; PARK, 2005) enunciaram os beneficios da microencapsulacao
como barreira contra umidade e oxigénio. Os autores também destacaram a reducdo da
higroscopicidade do material do ntcleo, liberacao controlada e gradual do nucleo, facilidade de
manuseio ¢ armazenamento dos produtos, prote¢do das células durante o processo de secagem,
protecdo contra agentes quimicos.

Na morfologia, ¢ comum observar o termo microcapsula para se referir a microparticula.
No entanto, a microparticula pode ser dividida em dois grupos, que sdo a microcapsula -
compreende um sistema tipo reservatorio - € a microesfera - compreende um sistema monolitico

- como ¢ ilustrado na Figura 2.5 (NESTERENKO et al., 2013; NUNES et al., 2015).

Figura 2.5 - Morfologia das microparticulas: microcapsula e microesfera.

MICROCAPSULA: SISTEMA RESERVATORIO

Polinuclear Manaonuclear Heterogénea Homogénea
material parede & ativo

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Uma microcapsula ¢ um sistema reservatorio - o nucleo ¢ definido e recoberto pelo
material da parede, enquanto na microesfera - sistema monolitico - o nlcleo encontra-se
disperso na matriz continua composta pelo material da parede. No sistema monolitico, o
material ativo pode ser disperso no interior da matriz e aderido a sua superficie (NAZZARO et
al., 2012; NESTERENKO et al., 2013; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

A microencapsulagdo envolvendo a enzima B-galactosidase tem sido observada de duas
formas, microencapsulacao da enzima e microencapsulagdo de células que expressam atividade

da enzima como tem sido observado em diversos estudos como de Estevinho et al.
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(ESTEVINHO et al., 2014a), Mukundan et al. (MUKUNDAN et al., 2020) ¢ Zhang et al (2016)

por exemplo, onde aplicam diferentes métodos para obter a microencapsulacao.

2.5.1 Secagem por atomizagao

A secagem por atomizagdo (spray drying) para microencapsulagdo de enzimas e
compostos bioativos consiste em um processo no qual o liquido ¢ disperso em uma corrente de
gas aquecido, onde particulas do fluido atomizado em contato com o gés quente secam quase
instantaneamente, obtendo-se um produto em p6 (GHARSALLAOUI et al., 2007). E desejavel
que o produto obtido tenha boa qualidade, baixa atividade de dgua, desaglutinacdo, facilidade
de armazenamento, além de proteger o material ativo contra rea¢des indesejadas (CARNEIRO
et al., 2013). Além disso, uma das principais vantagens do spray drying ¢ a facilidade de ajuste
das caracteristicas das microparticulas, alterando os parametros operacionais do equipamento
(YE; KIM; PARK, 2010).

O diagrama mostrado na Figura 2.6 ilustra como funciona o secador por pulverizagao.
Este processo possui diversas variaveis, como a temperatura de entrada na alimentagdo,
temperatura do ar de secagem, velocidade do ar, tempo de residéncia e distribuigdo de calor no
interior do spray dryer. Desta forma, todos os pardmetros sdo decisivos para a obtengdo do

produto desejado e eficiéncia do processo (NUNES et al., 2015).
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Figura 2.6 - Atomizagdo em Spray dryer.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Mukundan et al. (MUKUNDAN et al., 2020) realizaram a microencapsulagdo de células
de Streptococcus lactis que expressavam a atividade enzimatica da p-galactosidase em spray
dryer, onde foi avaliado o impacto da temperatura de entrada. A 160 °C, observou-se uma
diminui¢do significativa da atividade relativa, mantendo apenas 2% da atividade. A melhor
atividade relativa de 99% foi obtida com uma temperatura de entrada de 90 °C.

Além disso, Estevinho et al. (ESTEVINHO et al.,, 2014a) realizaram estudos de
microencapsulacdo da enzima B-galactosidase por spray drying com bico padrao de 0,5 mm a
uma temperatura do ar de entrada de 115 °C. As microparticulas formadas tinham um didmetro
de cerca de 3 pum, mesmo com materiais de parede variados. Entre as enzimas
microencapsuladas, as encapsuladas com goma arabica apresentaram melhor atividade inicial,

superior a 35%.
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2.5.2 Liofilizagao

A liofilizagdo consiste na secagem do material através da sublimag¢do do solvente
(geralmente agua) contido no produto que ¢ congelado a baixas temperaturas e depois
submetido a uma camara de vacuo (Figura 2.7). Essa tecnologia foi desenvolvida para superar
a degradacdo e desnaturagdo de compostos sensiveis a altas temperaturas. A escolha das
condi¢des de operagdo impacta diretamente no desempenho do processo, e para tal escolha,
devem ser realizadas analises para evitar perda de qualidade do produto (VIEIRA; NICOLETI;
TELIS, 2012).

Em alguns casos, ¢ necessario adicionar substancias cuja premissa é proteger células,
tecidos ou embrides, evitando efeitos drasticos durante as etapas de congelamento, dessa forma,
os crioprotetores como a glicose, sacarose, metanol entre outros, reduzem os danos causados
pelas etapas de congelamento, descongelamento e secagem (FREITAS et al., 2020).

De acordo com Sameti et al. (2003) a liofilizagdo ¢ um método capaz de preservar
moléculas instaveis por longos periodos, incluindo fairmacos biotecnoldgicos, como proteinas

e peptideos.

Figura 2.7 - Esquema da operacdo de um liofilizador.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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Vasiljevic et al. (2003) estudaram a retencdo da atividade da [B-galactosidase em
preparagdes de extrato celular bruto de Lactobacillus bulgaricus liofilizado, apds 15 e 30 dias

de armazenamento sob refrigeracdo a 7 °C a retengao foi de 94,9% e 88,8% respectivamente.

2.5.3 Emulsificacdo com evaporagao de solvente

Emulsificagdo com evaporagdo de solventes ¢ o termo designado ao conjunto de
operagdes que dao origem a formacdo particulas encapsuladas por emulsdes - dispersdes de
duas fases imisciveis, que sdo estabilizadas por agentes emulsificantes capazes de interagir com
as duas fases (FRANZOL; REZENDE, 2015). Elas podem ser classificadas de acordo com sua
formagao 6leo em agua (O/A) em que a fase dispersa ¢ dleo, e a fase continua ¢ agua ou agua
em 6leo (A/O) conhecida como emulsdo inversa. Existem também emulsdes multiplas como
agua-em-6leo-em-agua (A/O/A) e 6leo-em-dgua-em-6leo (O/A/O) onde uma emulsdo de 6leo
em agua ¢ formada e essa emulsdo ¢ dispersa novamente em 6leo (FOUDAZI et al., 2015).

Os surfactantes desempenham um papel fundamental na estabilizacdo de emulsdes
devido a sua capacidade anfifilica; parte de sua estrutura tem caracteristica polar ¢ a outra
extremidade tem caracteristica apolar. Desta forma, eles podem se ligar a outras moléculas
polares e ndo polares simultaneamente, reduzindo a tensao superficial (DALTIN, 2011).

O processo de microencapsulacdo ocorre da seguinte forma: a substancia de interesse ¢
dispersa na fase interna, e posteriormente adicionada a fase externa para ser entdo emulsificada.
Apos a formagdo da emulsdo, o solvente organico presente € removido por evaporacao sob
agitacdo continua. As microparticulas formadas seguem para lavagem, separa¢do e secagem,

como pode ser visto na Figura 2.8 (ZANETTI; SOLDI; LEMOS-SENNA, 2002).
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Figura 2.8 - Producao de microparticulas pelo método de emulsificagdo/evaporacao de
solvente.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Ahn et al. (2013) microencapsularam p-galactosidase por emulsificacdo agua-o6leo-
agua, a concentragdo de 0,75% de monolaurato de polioxietileno sorbitano apresentou 82,89%
de estabilidade como a mais alta. Além disso, Souza et al. (2019a) avaliaram a
microencapsulagdo da enzima [-galactosidase obtida de Aspergillus oryzae (A.O.) e
Kluyveromyces lactis (K.L.) através da emulsdo. Em pH 7, apresentaram eficiéncia em torno de
98,7% e manutencdo da estabilidade de 74,76% e 72,25% para A.oryzae e K. lactis,

respectivamente.

2.6  BIOPOLIMEROS PARA MICROENCAPSULACAO

Existem diferentes tipos de materiais que podem ser utilizados na microencapsulagao.
Sua escolha dependera essencialmente das particularidades da enzima e das condi¢des de
operagio, como temperatura, pH, luz, oxigénio (MILETIC et al., 2009; SHAHIDI; HAN, 1993).
Em principio, ¢ desejavel que o material de parede apresente: baixa viscosidade em altas

concentragdes, permeabilidade, estabilidade quimica, estabilidade mecanica, custo acessivel,
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facil manuseio, baixa higroscopicidade, inerte com o agente ativo, resisténcia a
microrganismos, solivel em solventes comumente utilizados, insipido (SHAHIDI; HAN, 1993;
TALBERT; GODDARD, 2012). E importante ressaltar que o material de parede aplicado ao
alimento deve ser de grau alimenticio, biodegradavel e formar uma camada protetora entre o
agente ativo e o meio (ZHANG et al., 2015).

A composicdao dos materiais de parede pode ser Unica ou combinada, ou seja, um ou
mais compostos. O ultimo ¢ interessante em uma situacdo em que as caracteristicas fisico-
quimicas dos materiais sao diferentes. Assim, sua combinagdo pode oferecer melhor eficiéncia
e desempenho na microencapsulacio (FERNANDES; CANDIDO; OLIVEIRA, 2012).

Os agentes encapsulantes mais utilizados com aplicagdo em alimentos sdo carboidratos,

gomas, proteinas e lipidios (Quadro 2.4) (SAMANTHA et al., 2015).

Quadro 2.4 - Materiais de parede utilizados na microencapsulacdo de alimentos.

Classe Materiais de parede
Carboidratos Amido, Maltodextrina, dextranos, sacarose, celulose e derivados
Gomas Goma arabica, goma guar, agar, carragena, alginato
Proteinas Gluten, caseinas, albuminas, hemoglobina, gelatinas e peptideos
Lipideos Cera, parafina, diglicerideos

Fonte: Samantha et al. (2015).

2.6.1 Amido

Amplamente encontrado na natureza, o amido ¢ um carboidrato com diferentes
aplicagdes industriais. Os granulos sdo constituidos por dois tipos de polimeros, amilose e
amilopectina, formados por unidades de D-glicose. A proporcao de polissacarideos muda de
acordo com a origem do amido (TESTER; KARKALAS; QI, 2004). Além disso, outras
substancias podem compor o amido em niveis baixos capazes de interferir em suas propriedades
fisico-quimicas como lipidios, minerais e compostos nitrogenados (BOBBIO; BOBBIO, 2003;
LEONEL; CEREDA, 2002; ORDONEZ et al., 2005).

Sua aplicabilidade no processo de microencapsulacao se deve as suas caracteristicas
como alta disponibilidade, baixo custo, capacidade de retencdo de agua, viscosidade, entre
outras. Além disso, alterar a estrutura quimica do amido pode melhorar o rendimento e alterar

suas propriedades fisico-quimicas (PATHAN et al., 2015).
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A microencapsulagdo realizada com amido como material de parede pode ser feita por
varios métodos: secagem por pulverizacdo, extrusao, liofilizagdo, spray-drying, revestimento

em leito fluidizado e inclusdo molecular (NEDOVIC et al., 2011).

2.6.2 Maltodextrina

A maltodextrina ¢ um polimero sacarideo nutritivo obtido a partir do amido e a escolha
do amido para extragdo pode depender do custo de obten¢do do amido e da sazonalidade
(MONTANEZ SOTO, 2012).

Reconhecida como segura pela Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimenta¢do (FAQO), ¢ apresentada na forma de p6 branco ou em solugdes concentradas
(STORZ; STEFFENS, 2004), ¢ um dos carboidratos mais utilizados como revestimento de
parede na microencapsulacdao de compostos. Suas principais vantagens para serem utilizadas no
processo sdo: baixo custo, alta solubilidade em agua, baixa higroscopicidade e umidade
favorecendo a aglomeragdo e o aspecto pegajoso que pode se formar na parede do secador,
melhorando assim o rendimento de secagem (ANEKELLA; ORSAT, 2013; KARACA;
NICKERSON; LOW, 2013).

2.6.3 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo obtido através da desacetilacdo alcalina da quitina. A
quitina ¢ o segundo polimero mais abundante na natureza, pois pode ser encontrada nas paredes
celulares de insetos, fungos e no exoesqueleto de crustdceos e moluscos (DESAI; PARK, 2005).

A estrutura molecular da quitosana ¢ um copolimero de N-acetil-D-glucosamina e D-
glucosamina que difere no grau de N-acetilagdo e peso molecular (KIM et al., 2007). Sua
extracdo torna-se viavel por ser obtida a partir de um subproduto da industria do pescado,
possuindo assim uma relagdo custo-beneficio atrativa e ndo sendo toxica (DESAI; PARK,
2005).

A utilizagdo da quitosana como material de parede deve-se a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e efeito de permeabilidade, abundancia do polimero, entre outros motivos
(ARANAZ et al., 2009). Embora seja um material de parede atraente, ¢ insolivel em agua e
soluvel em solucdes 4cidas. No entanto, ¢ possivel alterar a estrutura da quitosana por meio de
ligacdes quimicas com grupos organo funcionais para que ela tenha solubilidade em solugdes

aquosas neutras, comumente chamada de quitosana modificada (quitosana soluvel em dgua),
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sendo um composto valioso para aplicacdes em industrias alimenticias (ESTEVINHO et al.,

2014b; SASHIWA et al., 2002; ZHANG et al., 2010).

2.6.4 Goma Aréabica

A goma ardbica ou goma acacia, de origem vegetal, ¢ extraida de arvores africanas,
cultivadas em diferentes areas geograficas, produzidas predominantemente no Sudao
(responsavel por 70% das exportagdes) e na Nigéria. As gomas naturais e ndo modificadas como
a goma arabica sdo amplamente utilizadas na industria alimenticia como aditivos devido as suas
propriedades; dentre elas, destaca-se sua propriedade como espessante (RANDALL;
PHILLIPS; WILLIAMS, 1989).

A goma arabica é um hidrocoléide compacto, ramificado e polidisperso. Acidos
carboxilicos como 4cido glucurénico e galacturénico estdo sempre presentes (RANDALL;
PHILLIPS; WILLIAMS, 1989). Segundo a Food Ingredients Brazil (2011), a composicao da
goma varia de acordo com sua fonte de producdo. A goma ardbica, em geral, ¢ constituida por
12% - 15% de 4gua e varias enzimas (oxidases, peroxidases e pectinases), ¢ 85% - 88% de
polissacarideos. Os polissacarideos podem ser divididos em duas fra¢cdes, uma composta por
polissacarideos (cerca de 70% da composi¢do) que ndo possuem porc¢des nitrogenadas ou
possuem porcdes baixas. A outra fracdo ¢ composta por moléculas de alto peso molecular e
proteinas.

Dentre suas aplicacdes, a goma arabica ¢ comumente utilizada na elaborag¢do de aromas
encapsulados na forma de pd. Através do processo de atomizagdo a goma atua como
revestimento de parede. Pode proteger compostos volateis expostos a altas temperaturas e, além
disso, € capaz de reter até os aromas mais delicados. Outra caracteristica essencial € sua alta
solubilidade em &gua sem interferir significativamente na viscosidade (TISS; CARRIERE;

VERGER, 2001).

2.6.5 Alginato

O alginato de s6dio ¢ um polimero extraido principalmente de algas marrons. A
formac¢ao do gel ocorre na presenca de sais de calcio, gelificando instantaneamente o alginato
devido a presenca de cations polivalentes (GLICKSMAN, 1987). E formado por dois
mondmeros, um [B-D-Manuronil ¢ um a-L-Guluronil ligados por ligagdoes glicosidicas,

conforme mostrado na (SOUZA; PERALTA-ZAMORA; ZAWADZKI, 2008).
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A composi¢ao do alginato muda em relagdo ao seu peso molecular e a relagdo entre o
teor de dcido manurdnico e o acido gulurénico que ele contém (KHANNA et al., 2010). A
solubilidade dos alginatos em agua depende do pH do solvente, da forca idnica do meio e da
presenca de ions gelificantes como Ca*™, Sr*? e Ba*? no solvente (PAWAR; EDGAR, 2011).

A industria farmacéutica e alimenticia utiliza o alginato por diversos fatores, tais como:
ndo toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixo custo para encapsular proteinas,
enzimas e cé¢lulas (KIM et al, 2017), capacidade de formar compostos versateis e

biocompativeis com microrganismos, entre outros fatores (GOH; HENG; CHAN, 2012).

2.6.6 Interagdo entre polimeros e outros compostos

Além dos encapsulados e agentes encapsulantes, outros compostos podem melhorar o
processo de obtengdo ou a estabilidade das particulas. Por exemplo, no estudo realizado por
Estevinho et al. (2014a), que avaliou a microencapsulacdo da enzima B-galactosidase com
diferentes polimeros (goma ardbica, quitosana, quitosana modificada, alginato de célcio e
alginato de s6dio) em spray drying combinados com albumina de soro bovino (BSA). O uso da
BSA foi justificado pela estabilizacdo das enzimas, prevengao da termodegradagado e adesdo da
enzima em tubos, pipetas e outros instrumentos.

O uso de agentes plastificantes também pode ser necessario, como o glicerol, quando o
objetivo ¢ a retencdo de dgua. Sua agdo contribui para a hidrofilicidade dos filmes, aumentando
assim sua interagdo com as moléculas de d4gua (TAPIA-BLACIDO; DO AMARAL SOBRAL;
MENEGALLI 2011).

Em processos de secagem cujo objetivo € remover a dgua, o glicerol pode prejudicar o
processo pois dificulta diretamente a remoc¢ao da umidade. Portanto, ndo ¢ muito adequado usar
alta concentragdo (mais de 25%) de glicerol para encapsulamento de enzimas, pois aumenta a
permeabilidade e reduz a resisténcia.

Tween ¢ um tensoativo comumente utilizado na microencapsulagdo de compostos
oleosos, como no estudo de Santana et al. (2014) que realizaram a microencapsulagao da polpa
de pequi em spray dryer, utilizando amido modificado como agente encapsulante e tween como
agente tensoativo. Os autores perceberam que a concentragdo do surfactante teve impacto no
desempenho de secagem. Segundo os autores, o uso do emulsificante em excesso (mais de 1%)

leva a desestabilizagdo da emulsao, resultando em coalescéncia.
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Viérios estudos sobre a imobilizacdo por microencapsulacao da enzima B-galactosidase
estdo sendo desenvolvidos tanto em extrato celular quanto enzimatico, além do uso de

diferentes materiais de revestimento, alguns estudos estdo destacados no Quadro 2.5.
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Quadro 2.5 - Estudos de microencapsulacio de -galactosidase com diferentes polimeros como materiais de parede.

Polimeros Fonte da enzima

Célula/enzima

Método de

microencapsulacio

Resultados

Referéncia

Aditivos Aspergillus oryzae

anfifilicos

Enzima

Liofilizagao

B-galactosidase liofilizada na
concentragdo de 1 mg/mL manteve cerca

de 70% do seu valor inicial da atividade.

Ken-ichi et al. (1993)

Lipossomas

Enzima

Liofilizagao

Retengdo relatada de 96%, 95% ¢ 87% da
atividade apés 15, 30 e 60 dias,

respectivamente, a 17 °C.

Kim et al. (1999)

Eudragit L-100® | Aspergillus

oryzae

Enzima

Meétodo de evaporagdo por

solvente

As atividades enzimaticas relativas foram
de 68% e 40% em produtos recém-
preparados e estressados, respectivamente

(40 °C e 75% UR).

Squillante et al.(2003).

Lipossomas

Enzima

Desidratagao-reidratagdo

A 55 °C, a enzima lipossomal

reteve 86% da sua atividade; no entanto,
apenas 65% da atividade

de B-galactosidase livre foi observada na

mesma temperatura

Rodriguez-Nogales et
al. (2005)

Continua.
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Cont. Quadro 2.5 - Estudos de microencapsulagdo de -galactosidase com diferentes polimeros como materiais de parede.

Polimeros Fonte da enzima Célula/enzima Método de Resultados Referéncia
microencapsulacio
Isolado de o Enzima Emulsdo 4gua-oleo-agua e | retencdo da atividade enzimatica de | Ahnetal. (2013)
proteina de soro liofilizagdo 5,26% com proteina de soja isolada como
de leite, revestimento ¢ 1,12% com maltodextrina
maltodextrina como revestimento central.
(revestimento
secundario) e
goma arabica
(revestimento
primario)
Quitosana Escherichia coli Enzima Secagem por atomizagio O valor relativo da enzima livre diminuiu | Estevinho et al.(2013)
modificada para 92%, 78% e 67% a medida que o pH
(soluvel em agua) aumentou para 7,2, 7,7 e 8,0,

respectivamente. A diminuigdo foi menor
para a enzima imobilizada com 0,2 de
quitosana, em pH 7,2 a atividade relativa

foi de 100%.

Goma arabica, | Escherichia coli Enzima Secagem por atomizagio A atividade foi de 37%, 20%, 20%, 13%, | Estevinho et al (2014a)
quitosana, 0%, para goma arabica, quitosana

quitosana modificada, alginato de calcio, alginato de

modificada, sodio e quitosana, respectivamente,

alginato de célcio, quando comparada com a atividade da

alginato de sodio enzima livre (955U)

Continua.
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Cont. Quadro 2.5 - Estudos de microencapsulagdo de -galactosidase com diferentes polimeros como materiais de parede.

Polimeros Fonte da enzima Célula/enzima Método de Resultados Referéncia
microencapsulacio
Quitosana Escherichia coli Enzima Secagem por atomizagao A atividade foi de 525U em pH 6, o que | Estevinho et al (2015)
modificada representa 55% da atividade da enzima
(soluvel em agua) livre.
Triglicerideo  de | Kluyveromyces lactis Enzima Emulsificagdo e liofilizagdo As meias-vidas de pds de lactase | Ahnetal. (2018)
cadeia média microencapsulados revestidos com
(revestimento HPMCP e goma-laca foram 27,95 e 12,25
primario); ftalato meses a4 °C, e 5,31 € 2,59 meses a 25 °C,
de respectivamente.
hidroxipropilmetil
celulose
(HPMCP) e
goma-laca
(revestimento
entérico
secundario)

Continua.
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Cont. Quadro 2.5. - Estudos de microencapsulagdo de -galactosidase com diferentes polimeros como materiais de parede.

Polimeros Fonte da enzima Célula/enzima Método de Resultados Referéncia
microencapsulacio
Gelatina, goma | Kluyveromyces lactis; | Enzima Emulsdo 4gua-oleo-agua e | Apds 120 dias, a enzima livre reteve cerca | Souza et al. (2019a)
arabica Aspergillus oryzae coacervacdo complexa de 37% (K. lactis) e 18% (A. oryzae) de

sua atividade catalitica. J4 a enzima
microencapsulada manteve mais de 95% e
64% da sua atividade nas mesmas

condigdes, respetivamente.

Silica Streptococcus lactis Célula Secagem por atomizagdo A atividade mais alta foi observada a uma | Mukundan (2020)
temperatura de entrada de 90 °C (101,5 U),
¢ a mais baixa foi a 160 °C (2,07 U).
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2.7 ESTABILIDADE DA B-GALACTOSIDASE IMOBILIZADA

A estabilidade enzimética deve ser interpretada em dois conceitos diferentes, um ¢ a
estabilidade intrinseca da enzima e o outro ¢ a estabilidade operacional da enzima. Por
defini¢do, a estabilidade intrinseca representa a estabilidade das proprias moléculas da enzima.
Na maioria dos artigos, apenas a estabilidade operacional ¢ avaliada (KIM et al., 2006). Em
contrapartida, estabilidade operacional significa a persisténcia da atividade da enzima durante
um processo, ou seja, nas condi¢cdes de uso. Temperatura e pH sdo fatores limitantes na
estabilidade de uma enzima, incluindo a -galactosidase, durante sua aplicacdo nas industrias
(BENIWAL et al., 2018).

Rodriguez-Nogales et al. (2005) avaliaram a estabilidade térmica da enzima -
galactosidase microencapsulada em lipossomas variando de 30 °C a 90 °C. A 55 °C, a enzima
microencapsulada reteve 86% de sua atividade; no entanto, apenas 65% da atividade da B-
galactosidase na forma livre foi observada na mesma temperatura. Neste estudo, verificou-se
que a microencapsulacdo proporcionou maior estabilidade térmica do que a enzima em sua
forma livre.

Além disso, Souza et al. (2019a) avaliaram a estabilidade térmica da enzima -
galactosidase microencapsulada em gelatina e goma arabica entre 30 °C e 80 °C; verificou-se
que a atividade da enzima microencapsulada, acima de 37 °C, diminuiu a uma taxa mais lenta
do que a livre e ndo apresentou atividade acima de 55 °C para a enzima livre. O efeito do pH e
do tempo de armazenamento na retengdo da atividade da lactase livre e encapsulada também
foram avaliados; em pH 2,0 a pH 7,0, enzimas livres apresentaram menor atividade, enquanto
enzimas encapsuladas ndo sofreram os efeitos negativos da mudanca de pH. A estabilidade de
armazenamento da enzima livre apds 120 dias foi de cerca de 37% e 18%, enquanto a
estabilidade da enzima microencapsulada foi de 64% e 95% da atividade inicial para B-
galactosidase de Kluyveromyces lactis e Aspergillus oryzae, respectivamente. Os autores
fizeram uma observagao importante, a estabilidade de estocagem foi melhor no armazenamento
a longo prazo, enquanto durante os primeiros dez dias, a atividade da enzima encapsulada
diminuiu sincronicamente com a enzima livre.

Argenta et al. (2021) avaliaram que a imobilizagdo em alginato de calcio conferiu maior
estabilidade a enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em relagdo a sua

forma livre. Apos a imobilizagdo submeteram a enzima em solugdo com pH 5,0 juntamente
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com o controle (livre), e verificaram que a enzima imobilizada manteve sua atividade até 61%,
em comparacao, a enzima livre que teve uma atividade de apenas 35% em relacdo a atividade
inicial (100%), isto €, antes de submeterem ao pH 5,0. Além disso, apds duas horas da reacao
de hidrdlise, a enzima [-galactosidase livre apresentou apenas 50% da atividade em relagdo a
atividade inicial a 40 °C, enquanto a enzima imobilizada manteve sua atividade em 95 e 85%,
para os testes em 40 °C e 60 °C, respectivamente. Em outro estudo, Souza et al. (2019b)
observaram que a [B-galactosidase livre e imobilizada por complexacdo com alginato, como
resultado, apresentou estabilidade operacional indiferente em temperaturas de até 55 °C e pH
6. No entanto, em temperaturas acima de 60 °C, a atividade da enzima livre reduziu
significativamente em comparagdo ao biocatalizador imobilizado. Essa atividade reduzida em
altas temperaturas para as enzimas pode ser explicada pelo seu estado inativo ou desnaturado
devido a alta temperatura, a modificagcdes da estrutura tridimensional da enzima, seguida pela
interrupcao do acesso do substrato ao sitio ativo. Nenhuma atividade foi observada até pH 5,0
para a enzima imobilizada por complexacdo a 55 °C devido a inativacdo enzimatica nessa
temperatura. No entanto, acima de pH 5, com o inicio da dissocia¢do do complexo, a atividade
da enzima aumentou e foi semelhante a da enzima livre em pH 7,0.

Shafi et al. (2021) avaliaram o efeito do pH na atividade da B-galactosidase soluvel e
imobilizada em nanocomposito de 6xido de grafeno. Observou-se que a atividade maxima
exibida pela enzima [-galactosidase soluvel foi em pH 4,5, enquanto a enzima imobilizada foi
estavel em pH 4,5 a 7, retendo cerca de 90% de sua atividade a 37 °C em 15 minutos. Ricardi
et al. (2021) observaram que em valores de pH acima de 6,5, o biocatalisador imobilizado em
material mesoporoso de silica/titania/quitosana apresentou atividade ligeiramente superior a da
enzima livre, mantendo a atividade em 45 £+ 1% em pH 8,0, enquanto a forma livre foi retida
cerca de 30 + 3%.

Haghju et al. (2018) estudaram a enzima (-galactosidase imobilizada em nanofibras,
durante 28 dias de armazenamento a 4 °C e 25 °C, que reteve 77% e 42% de sua atividade
inicial, respectivamente.

Wolf et al. (2021) relataram que a temperatura de reagcdo para hidrolisar lactose usando
a enzima produzida a partir de K/uyveromyces lactis livre e imobilizada em hidrogel a base de
goma ardbica e a base de quitosana, pode ser ajustada em 37,0°C + 1,0 °C ou 25,0°C £ 1,0 °C,
enquanto o melhor valor de pH foi definido em 7,5. Nessas condigdes, as enzimas podem ser

uteis na industria alimenticia. Ricardi et al. (RICARDI et al., 2021) observaram que apds 24h
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de incubacao a 40 °C, a lactase imobilizada em material mesoporoso de silica/titania reteve 40

+ 4 % da atividade inicial, enquanto a enzima livre reteve apenas 20 + 5% da atividade inicial.
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CAPITULO 3 - EFEITO DE DIFERENTES MATERIAIS DE PAREDE NA
FORMACAO DE MICROPARTiICULAS DE CELULAS DE KLUYVEROMYCES
MARXIANUS QUE EXPRESSAM ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE

3.1 INTRODUCAO

A enzima [3-galactosidase possui ampla aplicabilidade na indéstria de alimentos, sendo
sua principal fun¢ao realizar a hidrolise da lactose. Essa reagdo apresenta diversas vantagens
tecnologicas tais como maior poder adogante; reducao de cristalizagdo da lactose; diminui¢ao
na incidéncia da reacdo de Maillard; desenvolvimento de produtos especificos para pessoas
intolerantes a lactose entre outras (FISCHER et al., 2013; FOGLIANO et al., 2020; PRESTES
et al., 2022; TREISTER-GOLTZMAN; FRIGER; PELEG, 2018).

Além das vantagens citadas, a enzima B-galactosidase tem sido amplamente estudada
por sua relevancia, uma vez que grande parcela da populacio tem dificuldades em consumir
produtos com lactose devido a lactose (MUHAMMED ALSHANBERI et al.,, 2021;
PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010). Para suprir as necessidades desses individuos, as
empresas elaboraram alimentos com baixo teor de lactose ou “zero lactose” como sdo chamados
os produtos com auséncia desse carboidrato (DANTAS; VERRUCK; PRUDENCIO, 2019;
ZINGONE et al., 2017). Esses produtos fazem parte de um nicho de mercado em expansao,
dentro da industria de laticinios ¢ o mercado que mais cresce (DANTAS; VERRUCK;
PRUDENCIO, 2019; DEKKER; KOENDERS; BRUINS, 2019; NEMETH et al., 2020).

Outra funcionalidade da enzima B-galactosidase ¢ a transglicosilagdo da lactose para
sintetizar galacto-oligossacarideos (GOSs). Os GOSs ndo sdo digeriveis, ndo sao hidrolisados
ou absorvidos pelo intestino, eles sdo fermentados seletivamente por bactérias intestinais
benéficas, sendo classificados, portanto, como prebiodticos. Outra caracteristica dos GOSs € seu
baixo teor de dogura, baixo valor caldrico e baixa cariogenicidade (GROSOVA;
ROSENBERG; REBROS, 2008; MAISCHBERGER et al., 2008; MUHAMMED
ALSHANBERI et al., 2021).

As enzimas sdo muito sensiveis e existe grande dificuldade em manter sua estabilidade,
especialmente quando estdo em solucdes, sendo que nesse estado também ¢ necessario seu
armazenamento sob refrigeragdo. Por outro lado, quando estdo na forma solida, sdo mais
estdveis e podem ser acondicionadas a temperatura ambiente. Nesse contexto, a

microencapsulacdo de enzimas pode ser uma alternativa para se obter enzimas so6lidas, sendo
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um atraente método para propiciar maior estabilidade e maior capacidade de conservagao da
atividade enzimadtica durante sua vida util, além de facilitar seu armazenamento e transporte
(ALVARADO-RAMIREZ et al., 2021; AMERI; MAA, 2007; NAMALDI; CALIK;
ULUDAG, 2007).

A microencapsulag¢ao ¢ uma técnica usada para revestir materiais, nesse processo podem
ser utilizados diversos tipos de polimeros como material de revestimento do nucleo. Esse
processo possui intimeras aplicacdes em diversas areas, nas industrias de alimentos ¢ usada para
encapsular aditivos (corantes, adogantes, 0leos essenciais), microrganismos, acidos graxos,
enzimas, entre outros produtos para as mais diversas finalidades (GHARSALLAOUI et al.,
2012; MOVAHEDPOUR et al., 2022; MUKUNDAN et al., 2020).

Existem varios métodos para se realizar a microencapsulagdo, para a escolha do melhor
método deve ser considerado alguns aspectos, como: o tamanho das particulas que se deseja
obter, tipo de nucleo e suas propriedades, tipo de material de parede e suas propriedades, escala
de produgdo, custo entre outros fatores. o spray drying ¢ um exemplo de método. Nesse
processo diversas goticulas da solugdo sao aspergidas e entram em contato com o ar de secagem,
formando em poucos segundos particulas secas (GHARSALLAOQOUI et al., 2007; NGUYEN et
al., 2022).

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o processo de microencapsulacdo em spray dryer da
célula de Kluyveromyces marxianus que expressa atividade da B-galactosidase, bem como
avaliar as propriedades das microparticulas formadas e sua estabilidade térmica, pH e a

estocagem.
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32  MATERIAL E METODOS

Neste topico estdo descritos os materiais utilizados, o desenvolvimento experimental e a
metodologia empregada. No Fluxograma da Figura 3.1 estdo ilustradas as etapas realizadas

neste estudo.

Figura 3.1 - Fluxograma do desenvolvimento da metodologia experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As metodologias empregadas nas etapas descritas no fluxograma serdao detalhadas nos

topicos seguintes.

3.2.1 Material

Para a microencapsulacdo utilizou-se células do microrganismo Kluyveromyces

marxianus ATCC 46537 com atividade de -galactosidase, levedura proveniente da Colegao de



63

Capitulo 3 — Efeito de diferentes materiais de parede na formagdo de microparticulas de
células de Kluyveromyces marxianus que expressam atividade de [-galactosidase

Culturas Tropicais da Funda¢ao André Tosello de Campinas (SP), na forma reativada (slants
sem duplicata). O certificado de andlise pode ser visto no Anexo A.

A cultura foi mantida a 4 °C em meio Agar-Extrato de malte para levedura (A-EM)
conforme metodologia recomendada pela Funda¢ao André Tosello. O meio de manutengao (A-
EM) utilizado continha extrato de levedura, peptona, glicose e dgar nas seguintes proporgoes:
3,0 g/L; 5,0 g/L; 13,0 g/L e 20,0 g/L respectivamente. A cultura foi repicada mensalmente.

O substrato utilizado no presente trabalho foi cedido pela empresa LACTOSUL
INDUSTRIA DE LATICINIOS LTDA, situada na Rod. BR 158 — s/n° - Km 88 — Zona Rural
— Piranhas/GO. O permeado de soro em p6 da marca CENTRO OESTE LATICINIOS cuja
especificagdo técnica esta apresentada no Anexo B, foi utilizado como principal fonte de
carbono, como lactose, na formulacdo dos meios de cultura para crescimento da levedura K.
marxianus ATCC 46537.

Alginato de sédio (Dindmica), goma arabica (Adicel), proteina isolada de soja — PIS
(ADM) doada pela SUINCO — COOPERATIVA de SUINOCULTORES e maltodextrina D10
— MD (Ingredion), foram utilizados como agente encapsulante no processo de
microencapsulacio das células de K. marxianus por spray drying.

Os equipamentos utilizados foram: incubadora refrigerada com agitacdo da marca
TECNAL (modelo TE — 421, Brasil); centrifuga refrigerada da marca Hermle Labortechnik,
(modelo Z 326 K, Alemanha); medidor de atividade de agua AQUALAB da marca Decagon
(modelo Pawkit, Estados Unidos); atomizador Spray dryer da marca LABMAQ (modelo LM
MSD 1.0, Brasil); Microscopio eletronico de varredura Zeiss EVO MA 10, marca Oxford
(modelo 51-ADDO0048, Alemanha); espectrofotdmetro Perkin Elmer (modelo Spectrum Two,
com acessorio de reflexdo total atenuada — ATR, com reflexdo interna de seleneto de zinco da

marca Miracle ATR — Single Reflection ZnSe/L1600115)

3.2.2 Metodologia

3.2.2.1 Produgcdo da levedura K. marxianus que expressa atividade da enzima [-

galactosidade e determinag¢do da concentragao celular

Para o cultivo da levedura K. marxianus ATCC 46537 foram utilizados dois meios
(in6culo e meio fermentacdo) a base de permeado de soro de leite com concentragdes baseadas

em Pinheiro et al. (2003) e Santiago et al. (SANTIAGO et al., 2004).
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O indculo foi preparado em tampao fosfato de s6dio 0,2 M e pH 5,5. O meio indculo foi
composto por lactose (50,0 g/L) - presente no permeado de soro; extrato de levedura (6,0 g/L);
sulfato de amoénio (6,0 g/L); fosfato de potdssio monobasico (5,0 g/L) e sulfato de magnésio
heptahidratado (0,6 g/L).

O meio de fermentacao foi preparado em tampao fosfato de sédio 0,2 M e pH 7,0,
composto por lactose (100,0 g/L) — presente no permeado de soro; sulfato de amonio (6,26 g/L);
fosfato de potdssio monobésico (5,0 g/L) e sulfato de magnésio heptahidratado (0,6 g/L).
Ambos os meios foram esterilizados em autoclave antes de serem utilizados e todos os reagentes
utilizados foram de grau analitico, exceto a lactose, que foi proveniente do permeado de soro
de leite.

Para realizar a fermentagdo preparou-se o indculo e o meio de fermentagdo conforme
descrito anteriormente e ambos foram colocados em reator conico de bancada constituido de
um erlenmeyer de 250 mL ocupando 30% de seu volume total, fechado com rolha de gaze e
algodao hidréfobo. Em seguida adicionou-se a levedura ao meio indculo e o meio foi incubado
a 30 °C, a 120 rpm por 14 horas em incubadora refrigerada com agitag¢ao. Findado o periodo de
incubagao, o indculo foi centrifugado por 10 min a 5.000 rpm e o decantado foi transferido para
o meio de fermentagdo na propor¢ao de 5 g de células por litro de meio fermentado e em seguida
iniciou-se a fermentacdo. A cultura foi mantida a 30 °C, 120 rpm por 24 h em incubadora
refrigerada com agitacdo (SOUSA et al., 2021).

O caldo fermentado foi centrifugado e o decantado foi ressuspendido em tampao fosfato
de potassio-hidroxido de sodio, concentragdo de 0,1M, pH 7,0, obtendo uma suspensao celular
de 75 g/L (MANERA et al., 2008; NUMANOGLU; SUNGUR, 2004; SOUSA et al., 2021). Na
Figura 3.2 esta ilustrado o processo da fermentacao.

A concentrac¢do celular foi medida a partir da absorbancia a 650 nm, convertida em
massa seca de células através da curva padrdo de biomassa seca em funcdo da absorbancia,

apresentada no Apéndice A (SOUSA et al., 2021).
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Figura 3.2 - Esquema do processo de fermentacao.
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Célula K. marxianus
ressuspensa 75g/L

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

3.2.2.2 Solugdo de alimentagado do spray dryer

As solugdes de revestimento foram preparadas na concentragdo de 2% (massa/volume)
para todos os materiais de parede e agitadas por duas horas. As amostras desses materiais foram

caracterizadas quanto a umidade, atividade de agua, higroscopicidade e solubilidade em agua,
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conforme metodologias descritas nos topicos 3.2.2.2.1, 3.2.2.2.2, 3.2.2.23, ¢ 3.2.2.24
respectivamente.

A suspensao da levedura K. marxianus foi misturada a solucdo do agente encapsulante,
na propor¢ao de 1:10 por 20 minutos para a alimentagcdo do spray dryer, adaptado de Braga et
al. (BRAGA et al., 2019). Antes de cada experimento realizou-se avaliagdo da umidade da

solugdo de alimentagdo.
3.2.2.3 Microencapsulagdo das células de K. marxianus

O processo de atomizagao foi realizado em spray dryer capacidade de secagem de 1 L/h.
Utilizou-se o bico atomizador de 1,2 mm, e fluxo de entrada de ar de 1,65 m*/min, temperatura
do ar de secagem de 90 °C, fluxo da solucdo de alimentacdo igual a 0,600 L/h, taxa de
atomizagdo 40 L/min baseando em estudo realizado por Braga et al. (BRAGA et al., 2019). Na

Figura 3.3 estd ilustrado o esquema de microencapsulagao realizado.

Figura 3.3 - Esquema de microencapsulagao da célula K. marxianus.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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3.2.2.4 Caracteriza¢do e avaliagdo do rendimento de secagem das microparticulas obtidas

com diferentes materiais de parede

Analises fisico-quimicas foram realizadas para os materiais de parede utilizados e para

as microparticulas formadas conforme descrito nos topicos a seguir.

3.2.2.4.1 Umidade

A umidade das suspensdes K. marxianus, dos materiais de parede e das microparticulas
foram determinadas por método gravimétrico. Foram pesados aproximadamente 1 g das
amostras em capsulas de porcelana previamente pesadas. As capsulas contendo as amostras
foram levadas a estufa (ndo convectiva) a 105 °C, onde se mantiveram até a massa das mesmas
permanecerem constantes conforme metodologia da A.O.A.C. (2005). A umidade das amostras,

em base imida (b.u.), foi calculada de acordo com a Equagao 3.1.

Umidade (%) =

TS Equacao 3.1

mr

Onde mg ¢ a massa da amostra seca em g ¢ my ¢ a massa total utilizada como amostra em g.

3.2.2.4.2 Atividade de dgua

A atividade de 4gua (aw) foi determinada nos materiais de parede e nas microparticulas
secas. Utilizou-se o equipamento analisador de atividade de 4gua de bancada, AQUALAB com

leitura digital.

3.2.2.4.3 Higroscopicidade

Para determinagdo da higroscopicidade dos materiais de parede e das microparticulas
produzidas utilizou-se de forma adaptada a metodologia de Cai e Corke (CAI; CORKE, 2000).
Colocou-se 0,3 g das amostras em capsulas de porcelana, as quais foram armazenadas em
dessecador contendo solugdo saturada de cloreto de s6dio, com umidade relativa de 70%,
durante sete dias a temperatura ambiente. O resultado foi expresso em gramas de 4gua adsorvida

por 100 gramas de matéria seca (ms).
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3.2.2.4.4 Solubilidade em dgua

Para determinag¢do da solubilidade realizou-se as analises conforme Cano-Chauca
(CANO-CHAUCA et al., 2005). Pesou-se 0,5 g das amostras e colocou-as em béqueres
contendo 50 mL de agua destilada. Homogeneizou-se a temperatura ambiente em uma placa de
agitacdo por trinta minutos a 100 rpm. Posteriormente a solugdo foi centrifugada, utilizando
uma centrifuga de bancada digital; durante 5 min, a 3.500 rpm. O sobrenadante foi transferido
para uma capsula de porcelana de peso conhecido e levado a estufa (ndo convectiva) a 105°C
até a massa se manter constante. O resultado foi expresso em porcentagem e calculado de

acordo com a Equagao 3.2.

Ms
Mt x (1-Xamostra)

Solubilidade em dgua (%) = x100 Equacgao 3.2

Onde M; ¢ a massa solubilizada presente no sobrenadante em g, M, ¢ a massa total da amostra

em g € Xamostra ¢ @ umidade da amostra.

3.2.2.4.5 Rendimento do processo de secagem

O rendimento do processo de secagem foi obtido por meio da razdo entre a massa de
solidos do produto em p6 coletado e a massa de sélidos alimentados ao secador (suspensdo de

K. marxianus com material de parede), conforme a Equagdo 3.3.

Mp()(l_xw,p())

Msusp ensiao (1 _Xw,susp ensio)

Rendimento de secagem (%) = x100 Equagao 3.3

Onde M,; € a massa de pd coletada na base do ciclone apos o processo de
microencapsulacdo, Mgy, spensao € @ massa alimentada no spray dryer, X, 6 € Xy suspensio Sa0
as fragdes de agua presentes no po obtido e na suspensdo de K. marxianus com material de

parede alimentadas no spray dryer, respectivamente.
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3.2.2.5 Avaliagdo microestrutural das microparticulas

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) foi utilizado para realizar a andlise
microestrutural da levedura K. marxianus ap6s a microencapsulacdo. As amostras foram
colocadas nos stubs utilizando uma fita de carbono dupla face, metalizadas em banho de ouro e

visualizadas no MEV.

3.2.2.6 Avaliagdo por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com

reflexdao atenuada (FTIR-ATR)

A estrutura dos materiais de parede e dos pos obtidos foram investigadas por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) utilizando um
espectrofotometro Perkin Elmer com acessorio de reflexdo total atenuada — ATR, no
Laboratdrio do Nucleo de Bioprocessos (NUCBIO — FEQUI/UFU). Os dados da andlise de
FTIR-ATR foram tomados na regido de nimero de onda entre 500 e 4000 cm™ com resolucio

de 2 cm™!. Registrou-se 32 “scans” por amostra analisada.

3.2.2.7 Determinacgdo da atividade enzimatica da [-galactosidase presente na célula de K.

marxianus livre e microencapsulada

A atividade enzimatica da enzima B-galactosidase, na célula (livre) e imobilizada, foi
determinada pelo método das taxas iniciais da reagdo de hidrolise de lactose, realizada em um
reator de mistura, operando em batelada, com volume util de 200 mL, dotado de uma camisa
externa para circulagdo de agua proveniente de banho termostatizado para controle da
temperatura, submetido a agitacdo magnética. As dimensdes do reator de mistura utilizado
foram 8,2 cm de altura e 5,5 cm de didmetro interno. Na Figura 3.4 estd representado o esquema

das etapas utilizadas para a determinagao da atividade enzimatica.
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Figura 3.4 - Esquema para a determinacao da atividade enzimatica.
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+
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inativacio da enzima

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para determinagao da atividade catalitica da enzima B-galactosidase utilizou-se solugdao
de lactose (PA) 50 g/L, obtido a partir de tampao latico recomendado pela NOVO NORDISK
(NOVO NORDISK, 1993). A solugdo tampao latico ¢ constituida de citrato de sodio tribibasico
(0,795 g/L); acido citrico anidro (1,400 g/L); sulfato de potassio (0,180 g/L); fosfato de potéassio
bibasico (0,520 g/L); fosfato de potassio monobasico (1,470 g/L); hidréxido de potassio (1,090
g/L); cloreto de magnésio hexahidratado (0,830 g/L); cloreto de calcio anidro (0,566 g/L);
hidroxido de sodio (0,800 g/L) e bicarbonato de sédio (0,280 g/L). Os reagentes foram
dissolvidos em agua destilada e foi ajustado o pH em 6,5 com solucao de &cido cloridrico 0,1
M.

Para cada experimento foi adicionado ao reator 5 mL do caldo ressuspendido a 75 mL
de solucdo de lactose, em temperatura de 35 °C (SANTIAGO et al., 2004). Para a célula livre
utilizou-se o caldo obtido apos processo de fermentacdo. Para a célula imobilizada

ressuspendeu-se o po obtido em solucao tampao de fosfato de potassio-hidroxido de sodio 0,1
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M na concentragdo de 75 g/L. Essa concentragdo foi obtida por meio experimental, idealizando
obter a mesma concentracdo da suspensao celular obtida na fermentagao.

A unidade de atividade enzimatica (U) ¢ a quantidade de enzima que catalisa a
conversao de um pmol de glicose produzida por minuto, avaliado nas condigdes experimentais
a temperatura de 35 °C, pH 6,5, com uma concentracao inicial de lactose de 50 g/L. Para cada
experimento foram tomadas cinco amostras do meio reacional no intervalo de trés em trés
minutos (3, 6,9, 12 ¢ 15 min).

Cada amostra foi colocada em um tubo de ensaio, o qual foi tampado e imediatamente
colocado em um banho de dgua em ebulicdo, por 10 minutos. A glicose formada foi dosada
pelo método da glicose-oxidase (BAO et al., 2004) utilizando o kit Glicose Liquiform da
Labtest conforme Apéndice B. A atividade, a partir do método das taxas iniciais, para cada
reacdo da hidrolise de lactose, foi obtida pela inclinagdo das equagdes lineares de concentracao
de glicose em func¢do do tempo de reacdo. Os experimentos foram realizados em duplicata para

uma maior confiabilidade nos resultados obtidos.

3.2.2.8 Estudo da estabilidade ao armazenamento

A célula K. marxianus microencapsulada foi armazenada em trés condicdes diferentes:
na forma ressuspendida sob refrigeragdo (entre 4 °C e 7 °C) e foi avaliada ao fim de 30 dias; na
forma de po sob refrigeragdo (entre 4 °C e 7 °C) e em temperatura ambiente (25 °C) onde foram
analisadas em 30 e 60 dias determinando sua atividade enzimatica. A atividade enzimatica foi
determinada pelo método das taxas iniciais, conforme o item 3.2.2.7. A atividade residual

relativa foi calculada tendo como 100% a atividade da enzima imobilizada no primeiro dia.

3.2.2.9 Estudo da estabilidade térmica

Amostras dos pds obtidos foram ressuspensas conforme descrito no item 3.2.2.7 e foram
incubadas em banho termostatico a diferentes temperaturas. As condi¢des avaliadas foram: 30
°C (24 horas), 35 °C (12 horas), 40 °C (5 horas) e 50 °C (30 minutos). As amostras foram
coletadas ao longo do tempo, resfriadas em banho de gelo e em seguida a atividade enzimatica
foi determinada de acordo com o item 3.2.2.7. Os resultados da atividade enzimatica residual
em funcao do tempo de incubagdo, para cada temperatura foram ajustados para o modelo de

desativacdo térmica de primeira ordem (Equacdo 3.4). O ajuste foi realizado pelo método
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numérico Levenberg-Marquardt usando o software Statistica 7.0, determinando o parametro

cinético (HENLEY; SADANA, 1985).

Ai = e(“kat) Equacdo 3.4

0

A . . . . - , .
Sendo: - atividade relativa e kq a constante cinética de desativagao térmica.
0

Para cada temperatura foram determinados os tempos de meia vida (t:) utilizando as
2

Equacdo 3.5. O calculo foi realizado utilizando os parametros encontrados na equagao anterior
(3.4).
_ In(0,5)

t1 = Equagdo 3.5
2 kq

A energia de ativacdo da desativacdo térmica foi calculada pela equagdo de Arrhenius

linearizada (Equagao 3.6).
1

- Equacao 3.6

In (kq) = In(4") —=2.
Onde: A* fator de frequéncia para a reacdo; E. energia de ativagdo do processo de

desativacdo térmica; T temperatura absoluta e R € a constante da lei dos gases ideais.

O ajuste foi realizado a um nivel de 90% de significancia e verificou-se o valor do
coeficiente de determinagio (R?) e o valor da soma do quadrado dos desvios para observar se o

ajuste se adequava aos resultados experimentais.
3.2.2.10 Estudo da estabilidade ao pH

As amostras obtidas no spray dryer foram armazenadas a -15 °C até a sua posterior
utiliza¢do. Foram preparadas solugdes tampao fosfato de potassio-hidroxido de sodio 0,1 M em
diferentes valores de pH, sendo eles: 6,0; 6,5; 7,0; 7,3; 7,5 e 8,0. As amostras foram
ressuspensas nas diferentes solugdes tampao e incubadas em banho termostatico a 30 °C por 12

horas (SOUSA et al., 2021). Em seguida, as amostras foram retiradas e a atividade enzimatica
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foi avaliada conforme o item 3.2.2.7. A atividade residual relativa foi calculada, tendo como

100% a atividade inicial da enzima.
3.2.2.11 Andlise de dados

Os dados obtidos foram tabulados e os graficos construidos utilizando o programa
Microsoft Excel ® e software Origin® 2023. Para verificar se houve diferenga significativa
entre os dados por meio da ANOVA e Teste Tukey com nivel de 5% de significancia utilizou-

se o programa estatistico Statistica 7.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico sdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no decorrer

deste trabalho.

3.3.1 Produgdo da levedura K. marxianus que expressa atividade da enzima B-galactosidade

Na Figura 3.5 pode ser observado o perfil de concentracdo de biomassa durante a
fermentagdo. Foram utilizadas condi¢bes de fermentag¢do da K. marxianus ATCC 46537 que
expressam atividade de P-galactosidase otimizadas por Falleiros et al. (FALLEIROS et al.,
2015).

Figura 3.5 - Perfil de concentragdo de biomassa durante a fermentacio da K. marxianus.
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A levedura K. marxianus foi capaz de fermentar a lactose presente no permeado de soro
de leite aumentando sua biomassa, no decorrer da fermentagdo o substrato foi consumido e
houve a formacdo de compostos que inibem a multiplicagdo das leveduras como o etanol,
resultando na redu¢ao da producao de biomassa ao longo do tempo. Nas condig¢des utilizadas,
foi possivel utilizar um subproduto da industria para gerar células que expressam atividade
enzimatica, e os valores obtidos para a concentragao celular foram de acordo com os valores
reportados por Falleiros et al. (FALLEIROS et al., 2015) e Sousa et al. (SOUSA et al., 2021).
A concentragdo de biomassa nas primeiras 2,5 h passou de 5,03 g/L a 9,36 g/L e ao término da
fermentagdo, no tempo de 25 horas, o meio fermentativo apresentou um valor final de 15,32

g/L.

3.3.2 Caracterizacao e avaliagdo do rendimento de secagem das microparticulas obtidas com
diferentes materiais de parede

Os polimeros utilizados como materiais de parede possuem propriedades fisicas e
quimicas que podem produzir materiais de diferentes caracteristicas (RODRIGUEZ-
RESTREPO; GIRALDO; RODRIGUEZ-BARONA, 2017), desta forma os polimeros foram
caracterizados quanto a solubilidade, atividade de agua, higroscopicidade e umidade, e os

resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Parametros fisico-quimicos dos polimeros.

Polimeros e Umidade (%) Atividade de = Higroscopicidade Solubilidade
microparticulas 0 agua (g/100 g de ms) (%)
Alginato 11,3+0,2° 0,60 +0,01* 13+1° 79+£2%
Maltodextrina 4,5+0,2° 0,56 +0,01* 11+1° 89+42
Goma arabica 8,8+0,1% 0,56 £0,01% 12+1° 94+1°2
PIS 6,5+ 0,1 0,55+0,01* 9+1° 31+£1°

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao
nivel de 95% de confianga.

Realizou-se os testes de normalidade para aplicar a andlise de varidncia (ANOVA)
utilizando o software Statistica® 7.0, verificou-se que havia diferen¢a entre pelo menos um dos

grupos e para complementar a analise aplicou-se o teste de Tukey. De modo geral as amostras
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de materiais puros apresentaram baixa umidade e baixa atividade de agua, valores adequados
para produtos secos.

Os valores de higroscopicidade variaram de 9 a 13 g/100 ms, considerados baixos,
possibilitando o uso desses materiais para a microencapsulacdo visto que materiais
armazenados em forma de p6 nao podem ser higroscopicos pois favorece a degradagao do
material durante a estocagem.

A solubilidade de todos os materiais de parede foi considerada adequada para utilizagdo
em microencapsulacdo por spray drying (31 a 94%), pois o método de secagem escolhido
precisa de materiais que sejam pelo menos, parcialmente soluveis em agua (DESAIL PARK,
2005). Durante a realizacdo das secagens nenhum material ocasionou o entupimento no
equipamento, problemas que normalmente ocorrem em secagens envolvendo materiais
altamente viscosos ou insoluveis em adgua (CAL; SOLLOHUB, 2010; MOEJES et al., 2018).
Os resultados de caracterizacdo e rendimentos de secagem obtidos para as microparticulas estao

dispostos na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Parametros fisico-quimicos das microparticulas e rendimentos de secagem.

Polimeros e Umidade Atividade Higroscopicidade Solubilidade Rendimento
microparticulas (%) de dgua (g /100 g de ms) (%) (%)
Tratamento 1 9+1%  0,37+0,01° 38+1° 73 £70% 38 £2%
Tratamento 2 4+1° 0,40 + 0,02* 11+1° 86+1% 20+ 3%
Tratamento 3 6+ 1% 0,39+ 0,01% 70 £ 12 84 £2% 8+ 3°
Tratamento 4 4£1°  037+0,00° 17 +1¢ 60 2 17 + 8%
Tratamento 5 6 +1°¢ 0,29 + 0,01° 21+1° 44 + 24 61 + 42

Tratamento 1: célula e alginato; tratamento 2: célula e maltodextrina; tratamento 3: célula e goma ardbica;
tratamento 4: célula e proteina isolada de soja, tratamento 5: célula sem material de parede. *n.a. ndo se aplica.
As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Realizou-se os testes de normalidade para aplicar a andlise de varidncia (ANOVA)
utilizando o software Statistica® 7.0, verificou-se que havia diferen¢a entre pelo menos um dos

grupos e para complementar a analise aplicou-se o teste de Tukey. De modo geral as amostras
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de microparticulas apresentaram baixa umidade (inferior a 10%), caracteristica desejavel para
uma boa estabilidade ao longo do tempo desses produtos (MASTERS, 1991; MUJUMDAR,
2014). A formulagdo contendo alginato de sddio como material de parede apresentou o maior
percentual de umidade (9 %) em relacdo aos demais e a da proteina isolada de soja (4%) o
menor.

Para melhor assegurar a estabilidade no armazenamento, deve-se também analisar
conjuntamente os valores de atividade de dgua. Assim, observou-se que os valores obtidos de
aw para as microparticulas variaram de 0,29 = 0,01 a 0,40 + 0,02, sendo esses valores inferiores
ao estabelecido como seguros na literatura (0,60) para estocagem (CHIRIFE; DEL PILAR
BUERA, 2009; FELLOWS, 2000; MUJUMDAR, 2007). Desta forma todos os pds obtidos
encontram-se estaveis microbiologicamente se forem armazenados em condi¢des adequadas,
sendo reduzido o risco de desenvolvimento microbiano e de alteragdes das caracteristicas do
produto.

Os valores de higroscopicidade variaram de 11 a 70 g/100 ms para os tratamentos,
portanto houve diferenca significativa entre todos os tratamentos conforme mostrado na Tabela
3.2. Segundo a classificacdo da GEA Niro Research Laboratory (2015), o p6 ¢ ligeiramente
higroscopico quando se encontra 10,1 - 15,0 g/100 ms e higroscopico quando 15,1 - 20,0 g/100
ms, desta forma as microcépsulas formadas no spray dryer, a partir da goma arabica, alginato
de sodio e microparticula sem material de parede (célula) sdo altamente higroscopicas, e as
microparticulas formadas a partir de PIS sdo higroscopicas. Enquanto as amostras formadas a
partir da maltodextrina podem ser classificadas como ligeiramente higroscopicas. Essa baixa
higroscopicidade favorece a escolha da maltodextrina como bom agente encapsulante uma vez
que produtos higroscopicos absorvem agua do ambiente favorecendo a ocorréncia de reagdes e
proliferacdo microbiana.

Estatisticamente através do teste de Tukey podemos afirmar que houve diferenca
significativa entre os rendimentos das microparticulas. A célula seca sem material de parede
apresentou o maior rendimento, seguida da célula com alginato, maltodextrina, PIS e goma
arabica; 61, 38, 20, 17 e 8% respectivamente. Braga et. al. (2019) realizaram a secagem de
Trichoderma asperellum utilizando maltodextrina D20 como material de parede em spray dryer
com parametros de secagem fixados como temperatura de entrada 80 °C; concentragcdo material
de parede 8 (m/v), vazdo de alimentagdo 0,6 L/h. Os autores encontraram rendimentos de

secagem proximos para célula revestida com maltodextrina e sem material de parede (66,64%
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e 49,01, respectivamente) deste modo o material de parede utilizado aumentou o rendimento
quando usado em concentracdes mais elevadas.

O tratamento com goma arabica apresentou a maior higroscopicidade de modo que ha
maior capacidade de absor¢ao de umidade podendo levar a maiores interagdes com as moléculas
de agua, resultando na maior dificuldade de remocao da agua consequentemente no menor
rendimento de secagem. Ao realizar o desmonte do equipamento verificou-se que as particulas
do tratamento 3 e 4 estavam muito incrustadas no equipamento em uma camada mais espessa
que os demais tratamentos. O tratamento 5 apresentou maior facilidade na etapa de limpeza do
equipamento pois havia pouquissimo material aderido a superficie, fato que pode estar
associado a baixa solubilidade (mas soluvel) e a higroscopicidade intermediaria das particulas
que podem favorecer a secagem do material com baixa aderéncia as paredes do equipamento.
Em decorréncia da perda de produto na parede do equipamento de secagem e no ar de saida do
ciclone, o rendimento em experimentos de pequena escala nem sempre ¢ o ideal, onde os
manuais dos equipamentos laboratoriais relatam que o rendimento esteja em torno de 20% —
70%, contudo, em escala industrial, o rendimento tende a aumentar com o aumento de escala,
pois a fragdo perdida é uma parte menor do volume de producdo. Mesmo ocorrendo uma
limitagdo no rendimento por ser um experimento de bancada, devemos observar que o
rendimento de secagem do tratamento 5 tende a ser o melhor em uma escala de produgdo maior

ainda que este tratamento ndo utilize de nenhum material de parede.

3.3.3 Avaliacao microestrutural das cé¢lulas de K. marxianus microencapsulada e dos
materiais de parede por microscopia eletronica de varredura

Na Figura 3.6 tem-se a microscopia eletronica de varredura da célula de K. marxianus
seca em spray dryer nos mesmos parametros para formag¢do das microparticulas com os
materiais de parede. Componentes celulares sdo normalmente danificados pelo calor, pois
quando aquecidos a determinadas temperaturas as enzimas ¢ as membranas celulares alteram

sua estrutura.
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Figura 3.6 - Imagem MEYV da célula K. marxianus seca em spray dryer sem material de parede.

2 pm EHT = 5.00 kv SBignal A = SE1 Date :30 Mar 2022
WD =13.0 mm Mag = 10.00 KX Time :15:30:08

Amplificagdo 10000 vezes, intensidade do feixe (EHT) 5 kV,
distancia entre a amostra e a lente igual ou inferior a (WD)
13 mm.

As microparticulas formadas apresentaram um tamanho médio variado entre 4 ¢ 6 um,
superficie rugosa e irregular, a secagem por spray drying a temperatura de 90°C foi suficiente
para realizar a secagem sem romper a estrutura celular, deste modo a enzima ficou protegida
no interior da célula, apesar do decaimento da atividade enzimatica apds a secagem, ainda
houve manutencdo desta atividade pela capacidade da célula proteger a enzima contra a
desnaturacdo durante a secagem.

As microscopias eletronicas de varredura dos materiais de parede e as microparticulas
formadas com os materiais de parede (alginato de s6dio, maltodextrina, goma arabica e proteina
isolada de soja) sdo mostradas na Figura 3.7, sendo que os materiais de parede estdo

representados por 1A, 2A, 3A e 4A e as microcapsulas representados por 1B, 2B, 3B, 4B.
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Figura 3.7 - Imagens MEV dos materiais de parede e das microparticulas de célula de K.
marxianus que expressam atividade da B-galactosidase com diferentes biopolimeros: alginato

de sddio, maltodextrina, goma arabica e proteina de soja isolada.

Polimeros Célula com polimeros

200 um EHT = 5.00 kv Signal A = SE1 Date 30 Mar 2022 ZEISS| 2 um EHT = 500 kv Signal A = SE1 Date :30 Mar 2022
WD =13.0 mm Mag= 150X Time :14:35:02 WD = 13.0 mm Mag = 10.00 KX Tirme 15:13:04

20 pm EHT = 5.00 kV' Signal A = SE1 Date :30 Mar 2022 EHT = 500 kv Signal A = SE1 Date :30 Mar 2022
WD=13.0mm Mag= 500X Time :14:42:32 WD =130mm Mag= 10.00 KX Time 14:54.04

A, . \ \ -
20 pm EHT = 20,00 kv Signal A= SE1 Date -30 Mar 2022 2 pm EHT = 5.00 kW Signal A= SE1 Date :30 Mar 2022
WD =120 mm Mag= 500X Time 114:14:38 WD =130mm Mag= 10,00 KX Time :15:23:45

Continua.
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Cont. Figura 3.7 - Imagens MEV dos materiais de parede e das microparticulas de célula de K.
marxianus que expressam atividade da B-galactosidase com diferentes biopolimeros: alginato

de sddio, maltodextrina, goma arabica e proteina de soja isolada.

Polimeros Célula com polimeros

20 ym EHT= 5.00 KV Signal A = SE1 Date 30 Mar 2022 2 pm EHT = 5.00 kv Signal A= SE1 Date 30 Mar 2022 _
WD=13.0 mm Mag= 500X Time :14:31:07 WD =130mm Mag= 1000 KX Time :15:04:14

Os polimeros (1A-Alginato de sddio, 2A-Goma Arabica, 3A-Maltodextrina ¢ 4A-Proteina Isolada de Soja) foram
amplificados 500 vezes (exceto alginato, amplificado 150 vezes), intensidade do feixe (EHT) 5 kV, distancia entre
a amostra ¢ a lente igual ou inferior a (WD) 13 mm. Os polimeros com as células (1B-Alginato de s6dio, 2B-Goma
Arabica, 3B-Maltodextrina e 4B-Proteina Isolada de Soja) foram amplificados 10000 vezes, intensidade do feixe
(EHT) 5 kV, distancia entre a amostra ¢ a lente (WD) igual a 13 mm.

As microparticulas formadas com revestimento de parede apresentaram um tamanho
variado entre 2 e 12 um, além das estruturas das microparticulas ndo apresentarem rupturas
percebeu-se que existe um revestimento sobre a células visto que elas apresentam superficies
mais lisas que as c€lulas sem material de parede. Assim como as microparticulas formadas pela
c¢lula sem material de parede, as microparticulas revestidas também apresentaram decaimento
da atividade enzimatica apos a secagem, contudo houve manutengdo da atividade.

Os materiais de parede se apresentam de forma irregular, especialmente o alginato de
sodio, a goma arabica e a maltodextrina. A proteina isolada de soja apresentou, de modo geral,
aspecto mais esférico. Os materiais de parede aparentaram maior tamanho, visto que o aumento
da imagem foi menor (150 vezes para o alginato e 500 vezes para os demais materiais) em
comparagdo com as microparticulas (10.000 vezes). Apos passarem pelo processo de secagem
em bico atomizador 1,2 mm, observou-se estruturas padroes e menores.

Todas as amostras avaliadas, presentes nas Figuras 3.6 e 3.7, apresentaram
caracteristicas de pds secos por spray drying como formacdo de matriz irregular, formato

indefinido, particulas deformadas, amolgadas e tamanhos variados. Essas caracteristicas
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também foram descritas por Di Battista et al. (DI BATTISTA et al., 2015) que avaliaram
microscopia de fitoesterdis microencapsulados por spray dryer utilizando goma ardbica,
maltodextrina e tensoativos.

As células de K. marxianus microencapsuladas com alginato de so6dio apresentaram
aspecto visual mais esférico e com algumas particulas mais alongadas e achatadas, superficie
ligeiramente mais lisa em compara¢do com as microparticulas formadas pelos outros materiais
de parede, mas, com deformacdo em algumas particulas. Observa-se também que algumas
particulas aparentam ter um tamanho maior que as outras visualmente, fato também possivel de
ser visto para as microparticulas formadas por goma ardbica e maltodextrina (mas com menos
intensidade do que para as amostras formadas com alginato de s6dio). Isso pode ser devido a
juncao de mais de uma célula em uma mesma microparticula.

Por outro lado, as células K. marxianus microencapsuladas com goma ardbica e
maltodextrina apresentaram aspectos mais semelhantes entre si. As caracteristicas observadas
para as células microencapsuladas com maltodextrina e goma ardbica também foram
observadas por Braga et al. (BRAGA et al., 2019). Para esses dois materiais de parede,
observou-se, a formacao de particulas mais homogéneas no que diz respeito ao tipo de particula
formada, muitas com aspecto colapsado. Por fim, nas imagens das células microencapsuladas
com proteina isolada de soja foi possivel observar estruturas mais heterogéneas, sendo que
algumas particulas visualmente parecem ter aspecto mais liso e oco, enquanto na mesma
imagem ¢ possivel observar estruturas mais esféricas colapsadas, sendo esse colapso
aparentemente maior do que o observado para as amostras microencapsuladas com goma

arabica e maltodextrina.

3.3.4 Avaliacdo por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com
reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) da microestrutura da célula de K. marxianus
revestida com diferentes materiais de parede

Os espectros obtidos para os diferentes tratamentos bem como para os materiais de
parede estdo dispostos neste topico. Espectros FTIR obtidos para célula K. Marxianus, goma

arabica e a célula com goma ardbica foram apresentados na Figura 3.8
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Figura 3.8 - FTIR — ATR da célula, goma aréabica e célula com goma arabica.
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Observou-se bandas caracteristicas para a células microbianas, como a presenca de
banda larga na regido 3.449 cm™! que indica a presenga de ligagdes do grupo O-H. Os picos na
regido de 2.970 cm™ mostram a existéncia de ligagdes C-H em aminoacidos e acidos alifaticos

presentes na membrana celular. Os picos observados em 1.738 cm™!

revelam a vibracao de
estiramento de C=0 em grupos éster encontrados em estruturas lipidicas. O pico que aparece
em 1.541 cm™! est4 relacionado a presenga de grupos carboxilicos na estrutura da parede celular.

O pico na faixa de 1.366 cm’!

representa a ligagdo C=0 das vibragdes simétricas de
alongamento COO- presentes nas estruturas proteicas e as vibragdes oscilantes de C-H»
encontradas em lipidios. O pico observado em 1.048 cm™! exibe a presenca de glucanos € o
alongamento das ligagdes O-P-O e C-O-P na parede celular. Os resultados encontrados sdo
similares aos descritos por Yiicel et al. (YUCEL et al., 2020) que realizou a caracteriza¢ao
superficial e estrutural com FTIR da levedura recém-isolada K. marxianus.

Para a goma arabica observou-se a presenca de banda larga na regido 3.351 cm™ que
indica a presenga de ligagdes do grupo O-H, também possui a presenga de duas bandas em
1.615 e 1.425 cm™! (agente de alongamento assimétrico e simétrico, COO-), as bandas de

1

alongamento C-O em 1.024 cm™, valores proximos foram encontrados por Sharifi et al.
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(SHARIFT et al., 2021). Os espectros para a célula recoberta com a goma sobrepoem aos da
goma pura, indicando que ndo houve formacdo de novas ligagdes apds a microencapsulagao.
Os espectros FTIR obtidos para célula K. Marxianus, PIS e a célula com PSI foram apresentados

na Figura 3.9.

Figura 3.9 - FTIR — ATR da célula, PIS e célula com PIS.
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No espectro da PSI e célula recoberta com PSI apresentou uma completa semelhanga
nos picos, observou-se picos caracteristicos do material de parede como a presenca de amida I
(grupo C=0, dentro da ligacdo peptidica) que ocorreu em 1.632 cm™', amida II (de vibracdes
acopladas de v(C-N) e §(O-H)) em 1.524 cm™!, enquanto a banda em torno de 3.277 cm’!
corresponde ao vibragdes vV(N-H) (sinal amplo devido ao hidrogénio). A regiao 3.110-3.000
cm’! estd associada a vibragdes v(C-H) de valéncia aromdtica originarias dos aminoécidos
aromaticos na PSI, enquanto em 2.990-2.850 cm™! sdo atribuidas as vibra¢des alifaticas v(C-H).
Valores semelhantes foram encontrados no estudo de Hadzieva et al. (HADZIEVA et al., 2017)
que avaliaram a proteina isolada de soja como material de parede para microparticulas de
Lactobacillus casei usando o método de secagem por spray dryer. A completa sopreposi¢cao

entre os espectros do material de parede puro e a microparticula sugerem que ndo houve
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interacao entre a célula e o material de parede. Os espectros FTIR obtidos para célula K.

Marxianus, maltodextrina e a célula com maltodextrina foram apresentados na Figura 3.10.

Figura 3.10 - FTIR — ATR da célula, maltodextrina (MD) e célula com MD.
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Os picos encontrados foram semelhantes aos encontrados no estudo de Martins et al.
(MARTINS et al., 2022) que avaliaram a maltodextrina como material de parede na
microencapsulacao de Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora delbrueckii por spray dryer; o
primeiro pico caracteristico ocorre na frequéncia de 3.311 cm ™! devido as ligagdes de hidrogénio
(O-H), bandas na regiio de 2.970 cm ' (alongamento C-H); bandas em 1.740 cm!

I 530 referentes a

(alongamento C=0); espectros observados em 1.148, 1.079 e 998 cm™
alongamento C-O. Os outros espectros observados em 925, 846, 760, 704 e 565 cm ! estdo
correlacionados a vibragdes do esqueleto do anel de piranose dos monomeros de glicose de
maltodextrina. A célula revestida com maltodextrina apresentou 0 mesmo comportamento
indicando que ndo houve a formagdao de novas ligacdes entre a célula e o material de
recobrimento. Por fim, os espectros FTIR obtidos para célula K. Marxianus, alginato e a célula

com alginato foram apresentados na Figura 3.11.
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Figura 3.11 - FTIR — ATR da célula, alginato de soédio e célula com alginato.
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O espectro do alginato mostrou picos caracteristicas como bandas de absor¢ao em 3.455
cm’! (vibragdes de estiramento O-H), 2.970 cm™ (C-H vibracdes de alongamento), 1.738 cm™!
revelam a vibracdo de estiramento de C=0, 1436 cm™ (COO- vibragdes simétricas de
alongamento) e 1029 cm™ (vibragio de alongamento C-O-C). Assim como as demais
microparticulas, a célula envolta por alginato, apresentou caracteristicas muito proximas ao
material de parede usado.

Os resultados estdo em conformidade com esperado, visto que os materiais utilizados
para recobrimento foram inertes e ndo interagiram com a célula devido a auséncia de picos
diferentes nos espectros dos tratamentos. Além disso, todas as microparticulas formadas nos
distintos tratamentos, aparesentaram picos caracteristicos do material de revestimento,
sobrepondo-se as curvas dos materiais puros correspondentes. Deste modo, foi possivel

verificar que as microparticulas vistas por meio do MEV realmente estdo recobertas pelos

materiais de parede.
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3.3.5 Determinacao da atividade enzimatica da -galactosidase presente na célula de K.
marxianus livre e microencapsulada

Os valores de atividade de [-galactosidase das células microencapsuladas, estdo

apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Manutencdo da atividade de B-galactosidase apds a microencapsulacao.

Tratamento Atividade Atividade Manuten¢ao da
inicial (U) microcapsulas (U) atividade (%)
Tratamento 1 335,5+0,5 65,5+2,5 20%
Tratamento 2 286,5 £ 18,5 56,0 +12,0 20%
Tratamento 3 242.0 + 34,5 27,0+5,0 11%
Tratamento 4 268,5+3,5 68,0+ 1,0 25%
Tratamento 5 341 £ 13,5 69,3+4,2 20%

Tratamento 1: célula e alginato; tratamento 2: célula e maltodextrina; tratamento 3: célula
¢ goma arabica; tratamento 4: célula e proteina isolada de soja, tratamento 5: célula sem

material de parede.

A atividade inicial apresentou variagdes, pois essas enzimas foram obtidas em diferentes
bateladas e sem controle ambiental do fermentador. Para os pardmetros de secagem utilizados,
a cé€lula apresentou atividade enzimatica, contudo apresentou uma queda significativa para
todos os tratamentos realizados. O spray dryer ¢ um método de baixo custo, elevada
produtividade e simples, porém, a alta temperatura de operagdo causam a inativacdo das
enzimas, sendo, portanto, responsavel por uma parcela na reducao da atividade enzimatica apos
o processo de microencapsulagdo. A outra parcela do decaimento na atividade enzimatica apds
a microencapsulagdo pode ser resultado da liberagdo lenta de células aprisionadas quando em
solucdo tampao fosfato-hidroxido.

O tratamento que apresentou maior manuten¢do na atividade da P-galactosidase foi
utilizando a proteina isolada de soja, como material de parede, cuja célula imobilizada
apresentou 268,5 U e ap0s a imobilizagao a atividade caiu para 68 U, uma manutencao de 25%
em relagdo a atividade inicial. Ahn et al. (2013) estudaram a microencapsulacdao da enzima -
galactosidase extracelular por liofilizacdo associada a emulsdo (dgua/dleo/agua) utilizando a
proteina isolada de soja e maltodextrina como revestimento. Para esse estudo a retengdo de

atividade enzimatica foi de 5,26% com proteina isolada de soja e de 1,12% com maltodextrina.
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Liofilizagdo ¢ um processo menos agressivo quando comparado ao spray dryer que utiliza altas
temperaturas que podem desnaturar facilmente as enzimas, contudo no mencionado estudo a
manuten¢do da atividade foi menor pois realizaram a imobilizacdo da enzima extracelular sem
agentes crioprotetores.

Estevinho et al. (ESTEVINHO et al., 2014a) microencapsularam a [-galactosidase de
E. coli com diferentes polimeros (goma arabica, quitosana modificada, quitosana, alginato de
calcio e alginato de s6dio) em spray dryer sob as seguintes condi¢des: vazao de solucio 4
mL/min, vazdo de ar 32 m?h, pressio do ar 6,5 bar, temperatura de entrada 115 °C e
temperatura de saida de 58 °C + 2,5 °C. Para essas condicdes a atividade enzimatica em relagao
a atividade inicial foi de 37%, 20%, 20%, 13% e 0% para goma arabica, quitosana modificada,
alginato de calcio, alginato de sodio e quitosana, respectivamente. Pode-se observar que
parametros como a fonte da enzima, sua sintese (enzima intracelular ou extracelular) e o método
de imobilizagdao impactam diretamente na manutengao da atividade enzimatica.

A célula seca em spray-dryer (tratamento 5) apresentou a manutencdo da atividade
assim como microparticulas revestidas com materiais de paredes, isso mostra que a célula por

si s0, ¢ capaz de proteger a enzima [-galactosidase durante o processo de secagem.

3.3.6 Estudo da estabilidade ao armazenamento da célula de K. marxianus
microencapsulada que expressa atividade de 3-galactosidase

A célula de K. marxianus microencapsulada que continha atividade de B-galactosidase
foi armazenada durante oito semanas na forma de po, a 4°C e 25°C. Em forma ressuspendida
foi armazenada durante 30 dias a 4°C. Na Figura 3.12 estd ilustrada a manutencdo da
estabilidade frente ao armazenamento da microparticula em pod, relacionando a atividade

residual e o tempo de armazenagem para cada tipo de microparticula formada.
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Figura 3.12 - Estabilidade ao armazenamento da -galactosidase microencapsulada
armazenada a 4°C e 25°C, utilizando diferentes materiais de parede com o mesmo nucleo: a)
alginato de sodio; b) maltodextrina; ¢) goma arabica, d) proteina isolada de soja e e) célula
sem material de parede.
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De acordo com Figura 3.12 é possivel observar que durante as oito semanas, as

microparticulas formadas, utilizando maltodextrina, proteina isolada de soja e a célula sem o

material de parede, mantiveram a atividade residual superior a 80%, para ambos os
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armazenamentos. Ja para as microparticulas formadas com alginato de s6dio e goma arabica, a
manuten¢do da atividade foi inferior a 80% para ambos os tratamentos.

Para todas as microparticulas formadas, a estocagem refrigerada apresentou melhores
resultados quando comparado com a estocagem a temperatura ambiente, visto que sob
refrigeragdo reagdes de degradacao sao mais lentas. Contudo a diferenca entre a atividade final
dos pds armazenados refrigerados e armazenados a temperatura ambiente na oitava semana nao
foi superior a 20,62%, o que indica que o armazenamento pode ser feito sob temperatura
ambiente sem grandes prejuizos.

A célula sem revestimento apresentou maior perda de atividade entre a quarta e a oitava
semana para ambos os tipos de armazenamentos, isso se deve ao fato da exposi¢do direta da
célula a interagdes com o ambiente, as particulas sem revestimentos apresentaram uma queda
continua da atividade durante os 60 dias avaliados; diferente dos demais tratamentos que apos
as quatro primeiras semanas de quedas apresentaram uma maior estabilidade
independentemente do tipo de estocagem.

Observa-se que para as microparticulas formadas a partir da maltodextrina, a perda total
da atividade durante a estocagem foi inferior aos demais tratamentos, sendo de 12,5% e 16,96%
para a microparticulas armazenadas sob refrigeracdo e temperatura ambiente, respectivamente.
Em contrapartida a célula sem revestimento também apresentou Otimos resultados de
manutengdo de atividade. Kim et al. (KIM et al., 1999) avaliaram a microencapsulagdo da
enzima B-galactosidase, por meio de lipossomas, usando o método de liofilizagdo e reportaram
retengdo de 96%, 95% e 87% da atividade apds 15, 30 e 60 dias, respectivamente, sendo
armazenados a 17°C.

Foi observado a manutencdo da estabilidade frente ao armazenamento das
microparticulas ressuspensas ao término dos 30 dias para cada tipo de microparticula formada.
Os resultados obtidos foram de 45,04; 90,18; 31,48; 76,47 e 77,29 % para as células revestidas
com alginato, maltodextrina, goma arabica, PIS e célula sem revestimento, respectivamente.
Mesmo ressuspensas as microparticulas sdo capazes de preservar a atividade enzimatica, sendo
as microparticulas formadas de maltodextrina, PIS e célula sem revestimento as que

apresentaram maior estabilidade assim como na forma em po.
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3.3.7 Estudo da estabilidade térmica da célula de K. marxianus microencapsulada que
expressa atividade de B-galactosidase

As propriedades das enzimas sdo influenciadas pela temperatura, deste modo ¢
importante avaliar a estabilidade da B-galactosidase conforme a variacdo da temperatura. A
avaliag¢do da estabilidade térmica foi realizada com os tratamentos que apresentaram maiores
manuten¢do de atividade e melhor estabilidade ao armazenamento: célula e maltodextrina,
célula e PIS e célula seca sem material de parede. As atividades relativas em fungdo do tempo
de incubagdo para a temperatura de 30, 35, 40 e 50 °C estdo ilustradas na Figura 3.13, onde ¢
observado como a temperatura exerce uma grande influéncia sobre a estabilidade da [3-

galactosidase oriunda da K. marxianus.

Figura 3.13- Perfis de inativagdo térmica a 30 °C (a), 35 °C (b), 40 °C (c¢) e 50° C (d) em
pH 7,0 para B-galactosidase presente na célula de K. marxianus imobilizada com
maltodextrina, PIS e sem material de parede.
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Para a temperatura 50 °C houve uma redugdo significativa de atividade, maior que 90%
para todos os tratamentos, ap6s 30 minutos de incubacdo. Para 40 °C houve redugdo
significativa, maior que 70% para todos os tratamentos, apos 5 horas. Para 35 °C a inativagao
enzimatica foi um pouco mais lenta, a enzima sofreu inativacao térmica somente apos 12 horas
de incubagdo, excluindo-se as microparticulas formadas apenas por células que mantiveram
64% da sua atividade ap6s as 12 horas. Para a temperatura de 30 °C a enzima manteve cerca de
70% de sua atividade inicial ap6s 24 horas de incubagdo, para as microparticulas estudas. Como
foi observado, o processo de inativacdo térmica ocorre rapidamente com o aumento de
temperatura devido a desnaturacdo da enzima e consequentemente sua inativagdo, logo em
temperaturas amenas a enzima apresenta maior estabilidade.

Modelos de desativagdo térmica foram ajustados aos resultados obtidos para cada
temperatura da atividade enzimatica residual em fungdo do tempo de incubagdo para cada
tratamento, conforme descrito no item 3.2.2.9. Os ajustes foram realizados usando o sofiware
Statistica® 7.0 pelo método numérico de Levenberg-Marquardt, com a finalidade de determinar
os parametros cinéticos (HENLEY; SADANA, 1985; MORE, 1978).

O modelo de desativagdo térmica de primeira ordem (Equagdo 3.4) se ajustou aos
resultados obtidos para todas as temperaturas e para os trés tratamentos avaliados: célula e
maltodextrina; célula e PIS e célula sem material de parede. Na Tabela 3.4 sdao apresentados os
parametros cinéticos de desativacao de primeira ordem, a soma dos quadrados dos desvios € a
analise de significancia, utilizando o teste t de Student, adotando como parametros
significativos os que apresentaram niveis de significancia menores que 10% para a célula K.

marxianus microencapsuladas.
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Tabela 3.4 — Parametros de ajustes do modelo de desativacao térmica de primeira ordem aos
dados experimentais para [-galactosidase presente na célula de K. marxianus imobilizada com

diferentes materias de parede (maltodextrina, PIS) e sem material de parede.

Tratamento T (°C) ka (min') Valor - p R? Z(V —V)?
Maltodextrina 30 0,000245 0,000018 0,96 0,003
Maltodextrina 35 0,001188 0,000070 0,94 0,015
Maltodextrina 40 0,006184 0,000133 0,96 0,021
Maltodextrina 50 0,109907 0,003519 0,93 0,069

PIS 30 0,000201 0,000009 0,97 0,002
PIS 35 0,001011 0,000126 0,93 0,017
PIS 40 0,006195 0,000066 0,97 0,015
PIS 50 0,115830 0,001112 0,96 0,040
Célula 30 0,000263 0,000015 0,94 0,003
Célula 35 0,000533 0,000152 0,92 0,009
Célula 40 0,004014 0,000001 0,99 0,003
Célula 50 0,067425 0,001483 0,94 0,053

Todos os resultados obtidos foram significativos com nivel de confianga de 90% e

apresentaram coeficiente de determinacdo (R?) superiores a 0,92 e os valores da soma do

quadrado dos desvios foram inferiores a 0,069, desta forma o ajuste foi considerado adequado.

Como esperado, quanto menor a temperatura, menor o valor de kq obtido, ou seja, maior a

estabilidade da enzima e por meio das constantes de desativagdo térmica foram calculados os

tempos de meia vida conforme a Equacao 3.5 para cada temperatura e tratamento; os resultados

estao dispostos na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5 - Valores de kd e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira ordem
de desativacao térmica para -galactosidase presente na célula de K. marxianus imobilizada
com maltodextrina.

Tratamento T (°C) Ka (min™) R? t1/2 (min)
Maltodextrina 30 0,000245 0,96 2.831,8
Maltodextrina 35 0,001188 0,94 583,6
Maltodextrina 40 0,006184 0,96 112,1
Maltodextrina 50 0,109907 0,93 6,3

PIS 30 0,000201 0,97 3.446,5
PIS 35 0,001011 0,93 685,6
PIS 40 0,006195 0,97 111,9
PIS 50 0,115830 0,96 6,0
Célula 30 0,000263 0,94 2.637,2
Célula 35 0,000533 0,92 1.300,8
Célula 40 0,004014 0,99 172,7
Célula 50 0,067425 0,94 10,9

A enzima incubada a 30 °C apresentou o maior tempo de meia vida para todos os
tratamentos conforme o esperado, sendo que o tratamento com PIS apresentou o maior tempo
de meia vida (3.446,5 minutos), seguida do tratamento com maltodextrina (2.831,8 minutos) e
finalmente a célula sem material de parede (2.637,2 minutos). A 35 °C a célula sem
revestimento apresentou maior tempo de meia vida (1.300,8 minutos), apresentando uma
diferenca de 716,4 minutos a mais que o tempo de meia vida das microparticulas com
maltodextrina e 615,2 minutos a mais que as microparticulas contendo PIS. A 40 °C observou-
se uma reducdo consideravel da atividade enzimadtica, pois o tempo de meia-vida foi de 172,7;
111,9 e 112,1 minutos para cé€lula, célula e maltodextrina e célula e PSI respectivamente. Para
50 °C a queda foi rapida da atividade, sendo o tempo de meia-vida de apenas de 10,9; 6,3 e 6,0
minutos para célula, célula e maltodextrina e célula e PSI respectivamente.

Em todas as temperaturas avaliadas ndo houve grande diferenca para os tempos de meia
vida entre os diferentes tratamentos estudados, a célula sem material de revestimento foi capaz
de preservar a atividade enzimatica sem dificuldades.

Com base na equagdo de Arrhenius na forma linearizada (Equacdo 3.6), utilizando o

software Origin® 2023 plotou-se os dados de In (kq) em fungdo do inverso da temperatura. O

. ~ ~ . E
coeficiente angular da regressao dos dados corresponde ao termo da equacao de Arrhenius — ?‘1.
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Deste modo obteve-se a Figura 3.14 e a Equacdo 3.9 para a microparticula formada com

maltodextrina.

Figura 3.14 - Ajuste do modelo de Arrhenius aos dados experimentais (valores de kq) para
microparticulas de células com maltodextrina.
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O ajuste linear do modelo de Arrhenius (Equagdo 3.8) apresentou um coeficiente de
determinagdo de 0,99 e a E, calculada através do coeficiente angular foi de 59,61 kcal/mol. A
Figura 3.15 e a Equagdo 3.10 foram obtidas apds o ajuste do modelo de Arrhenius para a
microparticula formada com PIS.
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Figura 3.15 - Ajuste do modelo de Arrhenius aos dados experimentais (valores de kq) para
microparticulas de células com proteina isolada de soja
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O ajuste linear ao modelo de Arrhenius apresentou um coeficiente de determinagao de
0,99 e a E, calculada foi de 62,22 kcal/mol. A Equacdo 3.11 e a Figura 3.16 foram obtidas apos
o ajuste do modelo de Arrhenius para a microparticula formada apenas com a célula de K.

marxianus.



96

Capitulo 3 — Efeito de diferentes materiais de parede na formagdo de microparticulas de
células de Kluyveromyces marxianus que expressam atividade de [-galactosidase

Figura 3.16 - Ajuste do modelo de Arrhenius aos dados experimentais (valores de kq) para
microparticulas de células sem material de parede.
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O ajuste linear do modelo de Arrhenius apresentou um coeficiente de determinagao de
0,98 e E. calculada foi de 56,25 kcal/mol. Comparando E, dos tratamentos avaliados verifica-
se que o tratamento com PIS apresentou a maior energia de ativacao e o tratamento sem material
de parede apresentou a menor energia de ativacdo para inativagdo térmica. Deste modo, o
tratamento com PIS € mais estavel a oscilagdes de temperaturas visto que quanto maior a E,
mais energia ¢ necessaria para dar inicio a reagdes de desativagdo térmica, consequentemente
quanto maior a E, maior € a estabilidade térmica. Contudo nao houve grandes diferencas entre
os valores de Eados tratamentos avaliados, deste modo, todos apresentaram estabilidade térmica
semelhantes.

Sousa et al. (SOUSA et al., 2021) avaliaram a estabilidade térmica da enzima -
galactosidase soltvel obtida de K. marxianus, para 30 °C com tempo de meia vida de 3387,0
minutos e E, calculada de 64,13 kcal/mol. Em comparacdo com este estudo os tempos de meia

vida obtidos para 30 °C foram proximos, 2831,8; 3446,5 e 2637,2 kcal/mol e Eaiguais a 59,61,
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62,22; e 56,25 kcal/mol para maltodextrina, PIS e célula sem material de parede,
respectivamente.

A partir dos resultados apresentados € possivel afirmar que a enzima B-galactosidase
produzida a partir da K. marxianus € mais estavel em temperaturas amenas (30 =35 °C) e pouco
estavel a altas temperaturas mesmo microencapsuladas com agentes encapsulantes,

apresentando resultados proximos aos encontrados para a enzima soluvel.

3.3.8 Estudo da estabilidade ao pH da célula de K. marxianus microencapsulada que
expressa atividade de B-galactosidase

O pH é um fator externo de grande importancia quando se avalia a estabilidade de
enzimas, ele exerce influéncia direta na estabilidade catalitica. Ao se conhecer a estabilidade
enzimatica em relacdo ao pH, € possivel armazenar de maneira correta, bem como aplicar a
enzima em processos industriais. Na Figura 3.17 estd ilustrada a atividade residual (%) em
relacdo a faixa de pH avaliada (6,0; 6,5; 7,0; 7,3; 7,5 € 8,0), a 30 °C por 12 horas para as células

imobilizadas em maltodextrina, PIS e célula sem material de parede.

Figura 3.17 - Influéncia do pH na estabilidade da -galactosidase em tampao fosfato de
potassio-hidréxido de sodio em diferentes valores de pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,3; 7,5 ¢ 8,0 a 30 °C.
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E possivel observar que a enzima [-galactosidase presente na célula imobilizada com

maltodextrina se apresentou estavel em pH 6,0; 7,0 e 7,3 mantendo sua atividade superior a
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80%:; ja a enzima presente na célula imobilizada com PIS apresentou maior estabilidade em pH
6,0 ¢ 7,0 com atividade superior a 80%; em pH 6,0 e 7,3 ocorreu manutengdo da atividade
contudo inferior a 80%. A enzima B-galactosidase presente na célula imobilizada sem material
de parede apresentou maior estabilidade em pH 7,3 mantendo a atividade superior a 80%. Em
pH 8,0 todas apresentaram atividade residual abaixo de 50%. Szczodrak (SZCZODRAK, 2000)
avaliou a estabilidade ao pH da B-galactosidase livre e imobilizada de K. fragilis, incubada a
30 °C por 12 horas, nessas condigdes a enzima reteve mais de 90% da atividade inicial quando
em pH 6,5 a 7,0 e reteve no maximo 40% quando em pH acima de 7,5; ao afastar da neutralidade
do pH a enzima perde sua estabilidade.

Desse modo, a estabilidade da enzima B-galactosidase produzida a partir da cepa K.
marxianus, mostrou maior estabilidade em pH neutro, entre 7,0 ¢ 7,3. Conforme Gékas e Lopez-
Leiva (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985) enzimas oriundas de K. marxianus operam em pH
proximo a neutralidade, o que condiz com a faixa de operagdo encontrada no presente estudo,

mesmo em microparticulas formadas sem materiais de parede.

3.4  CONCLUSOES

E possivel microencapsular a célula Kluyveromyces marxianus por spray drying e
manter a atividade enzimatica da B-galactosidase, criando microparticulas que apresentam
estabilidade ao armazenamento, estabilidade térmica em temperaturas amenas e estabilidade
em pH na faixa da neutralidade, mesmo em microparticulas sem revestimento com polimeros.
A utilizacdo da levedura seca que expressa atividade enzimadtica apresenta vantagens, visto que
ndo ¢ necessario polimeros para sua microencapsulacdo, sequer ha a necessidade de extrair a
enzima da célula, nem mesmo realizar a sua purificagdo reduzindo, portanto, os custos de
producdo. Além disso a célula sem o material de parede apresentou resultados muito proximos
as microparticulas formadas com revestimento, e alto rendimento de secagem (60%).

As microparticulas formadas com MD10 e PIS na concentracdo de 2%, mantém a
atividade enzimatica, bem como estabilidade térmica em temperaturas amenas, estabilidade em
faixa de pH neutro e ao armazenamento, contudo nao ha grandes diferencas quando nao ¢
utilizados esses materiais. J4 a goma arabica e o alginato de sddio ndo se mostram os melhores
materiais para essa aplicagao.

Apesar da enzima B-galactosidase ter sido amplamente estudada por varios autores, nao

tem sido avaliada a viabilidade de microencapsular o microrganismo que expressa atividade
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enzimatica de B-galactosidase, deste modo, os resultados obtidos com este estudo apresentam-
se inovadores e promissores, demostrando que as células de Kluyveromyces marxianus
microencapsuladas podem ser uma alternativa para o uso da enzima p-galactosidase em sua
forma extracelular liquida, almejando assim obter metodologias para o uso na industria de

alimentos, farmacéutica e protecao ao meio ambiente.
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PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar o reuso das microcapsulas e avaliar a aplicacao delas;

Avaliar o efeito da concentragdo do material de parede na manutencao da
atividade enzimatica, para materiais que apresentaram maiores rendimentos
de secagem

Estudar a aplicagdo de agentes estabilizantes na formulacdo das
microparticulas para avaliagao da vida de prateleira do produto;

Comparar o processo de microencapsulagéo por spray drying com secagem
por liofilizagao.
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ANEXO A

CERTIFICADO DE ANALISE LINHAGEM DO MICRORGANISMO
KLUYVEROMYCES MARXIANUS




ANEXO B

ESPECIFICACAO TECNICA PERMEADO DE SORO

LACTOSUL INDUSTRIA DE LATICINIOS LTDA

C 065[2 CEP: 76230-000 Tel/Fax.: (64) 3665 7200

SIF: 2305

qualidade@laticinioscentrooeste.com.br
Laudo N° 001792

Produto: Permeado de Soro de leite em P6

Marca: Centro Oeste

Cliente: Universidade Federal de Uberlandia

Data de Fabricagao: 12/11/2021
Data de Validade: 12/11/2022
Data de Emissao: 24/11/2021
Lote: 620121121

Qtde: 10 kg

Rod. BR 158 - s/n° - Km 88 - Zona Rural - Piranhas/GO -

Aspecto: P6 homogéneo e isento de materiais estranhos, grumos e pontos pretos visiveis.

Embalagem Primaria: Sacos de polietileno termossoldados
Embalagem Secundaria: Sacos Kraft (02 folhas) costurados
Peso Liquido: 25 Kg

Analise Método Resultados Unidade
Textura FIL 99A: 1987 Caracteristico -
Aroma FIL 99A: 1987 Caracteristico -
Sabor FIL 99A: 1987 Caracteristico -
Umidade IN 68/2006 1,99 %
Proteina IN 68/2006 1,50 %
Gordura IN 68/2006 0,00 %
Cinzas IN 68/2006 4 66 %
Acidez IN 68/2006 0,13 % de acido lactico
Lactose Calculo 91,85 %
PH ( Sol. 10% a 20°C ) Adolfo Lutz 5,92 Faixa
Cont. Total Mesdfilas Petrifilm 1,0x 10° UFCl/g
Coliformes Total Petrifilm <400 104 UFC/g
Coliformes Fecal Petrifilm <1,0 x 10" UFC/g
Staphylococcus coag. posit. Petrifilm <1,0 x 10" UFCl/g
Salmonella* IN 62/2003 Ausente em 2509 UFC/250g
Aprovado: Sim ( X ) Nao ( )




APENDICE A

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CELULAS

A concentragao celular foi obtida através da massa seca, coletando-se 100 mL do

caldo fermentado do reator em seguida centrifugou-se sob refrigeragao (12000rpm, 4 °C,

10 minutos), o sobrenadante foi descartado, o decantado foi ressuspendido em agua

deionizada e colocadas em estufa ndo convectiva a uma temperatura de 80 °C até que sua

massa permanecesse constante. A massa seca era obtida pela diferenca entre a massa final

e a massa do recipiente.

Os resultados utilizados para determinacao da curva padrdo, o grafico e a equagao

da curva padrao obtida sdao apresentados abaixo.

Absorbancia Concentracio de g
células (g/L) §
0,698 0,25279 8
0,462 0,16800 E
0,366 0,12600 g
0,333 0,11200 g
0,300 0,10600 °
0,096 0,02641
0,081 0,01746
0,069 0,01324
0,054 0,01060
0,041 0,00663
0,038 0,00530
0 0

y = 0,3744x - 0,0088
R? = 0,9979

T T T T T
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Absorbancia (nm)




APENDICE B

DETERMINACAO DE GLICOSE

A glicose-oxidase catalisa a oxidacao da glicose de acordo com a seguinte reacao:

Gop .
Glicose + 0, + H,0 —— Acido Gluconico + H,0,

Por conseguinte, o peréxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina
e fenol, sob acdo catalisadora da peroxidase, através de uma reagdo oxidativa de
acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor ¢

proporcional a concentracdo da glicose na amostra.

POD
2H,0, + 4aminoantipirina + fenol ——— Antipirilquinonimina + 4H,0

O kit Glicose Liquiform ¢ composto por dois reagentes, sendo o Reagente 1
apresentado pronto para uso utilizando metodologia enzimética de grande especificidade
analitica, de simples e facil aplicagdo em laboratdrio e o Reagente 2 destinado a calibragao
e determinag¢do do padrao.

O método pode ser utilizado em técnica manual e ¢ facilmente aplicavel em
analisadores semi-automadticos e automaticos capazes de medir com exatiddo a
absorbancia entre 490 e 520 nm.

Na Tabela abaixo estd descrito um esquema de como devem ser preparadas as

amostras para se determinar o teor de glicose.

Tabela — Teste glicose-oxidase.

Branco Teste Padrao

Amostra -- 0,02 mL --
Padrao -- - 0,02 mL
Reagente 1 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL

Misturar vigorosamente e incubar em banho-maria a 37 £2 °C durante 10 minutos.

Apos esse tempo, as amostras eram lidas as absorbancias a 505nm em espectrofotometro,



considerando como branco o Reagente 1. Com os valores de absorbancia em fungdo da

absorbancia da amostra padrao (Equa¢ao) obtém-se a concentracao de glicose.

Gli (@) _ Absorbancia do Teste « 100
teose dL’/  Absorbancia do Padrio

Deste modo foi possivel obter a concentragao de glicose por meio do kit Labtest.
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