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RESUMO — O consumo elevado de lipidios de baixa qualidade pode trazer sérios danos a salde, e
uma alternativa para a melhoria destes é o desenvolvimento de 6leos com propriedades funcionais
através da interesterificacdo utilizando lipases. A encapsulagdo ¢ um método utilizado para melhorar
0 poder catalitico das lipases, podendo afetar sua atividade e estabilidade, alterando sua reutilizacdo e
viabilidade industrial. O objetivo deste trabalho foi, portanto, avaliar o impacto do método de
encapsulacdo por gelificacdo ionotropica na atividade enzimatica de lipases produzidas por
Aspergillus niger. A gelificagdo das enzimas com alginato foi eficiente e demonstrou loading,
eficiéncia e eficacia de encapsulagcdo com valores de 1,17%, 72,2% e 88% respectivamente. Os geis
apresentaram alta estabilidade mecénica com baixo vazamento de enzima através da camada de
membrana polimérica. Concluiu-se que a gelificagdo ionotropica ndo teve impactos negativos na
atividade de lipases, sendo possivel utilizar esse método mantendo as fungdes fundamentais dessas
lipases.

ABSTRACT — The high consumption of low quality lipids can cause serious health injuries. An
alternative to improve lipids is the development of functional oils by interesterification utilizing
lipases. Encapsulation is a method for improving the catalytic power of lipases, which may affect
their activity and stability by changing its reuse and industrial viability. Therefore, the objective of
this study was to assess the impact of the encapsulation by ionotropic gelation method in the
enzymatic activity of lipases produced by Aspergillus niger. The alginate gelation of enzymes was
efficient and demonstrated loading, efficiency and effectiveness of encapsulation with values of
1.17%, 72.2% and 88% respectively. The gels showed high mechanical stability with low enzyme
leakage through the polymer layer. Given these points, the ionotropic gelation had no negative impact
on lipase activity, and thus this method can be used maintaining the basic functions of these lipases.

PALAVRAS-CHAVE: encapsulacéo; lipases; gelificacdo ionotrdpica.
KEYWORDS: encapsulation; lipases; ionotropic gelation.

1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude - OMS (2011) h& 500 milhdes de obesos no mundo
e, destes, um terco esta nos paises em desenvolvimento. Com o objetivo de combater a obesidade,
diversos estudos mencionavam que uma dieta com baixo teor de gordura seria 0 caminho para uma
vida saudavel. Entretanto, pesquisas vém mostrando que dietas com baixo teor de gordura, tendem a
ndo satisfazer a fome e podem alterar a producdo e liberacdo de horménios, diminuindo o metabolismo
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de uma forma geral, favorecendo o acumulo de gordura. Além disso, 6leos e gorduras sdo essenciais
em diversas funcBes, como controle de insulina, desenvolvimento do cérebro e nervos, sistema
imunoldgico e atividades anti-inflamatorias, dentre outras. Também agem como veiculo para as
vitaminas lipossoluveis, como A, D, E e K1 e sdo fontes de &cidos graxos (AGs) essenciais como o
linoleico, linolénico e araquidénico (CLAUSS, 1996).

A valorizacdo de 6leos de baixo custo, por meio da interesterificacdo utilizando lipases, € 0
desenvolvimento de éleos com propriedades funcionais, que impe¢am o aumento de gordura no corpo,
especialmente gordura que se deposita nos 6rgdos internos, tém sido estudados. O ingrediente
principal destes 6leos é o diacilglicerol (DAG), produzido enzimaticamente a partir de 6leo natural. O
DAG é digerido e absorvido no intestino delgado, sendo consumido como energia, sem voltar a
sintetizar a gordura neutra, como acontece com 0s azeites convencionais. Em consequéncia, reduz o
nivel de gordura neutra no sangue, ajudando no combate da obesidade.

Diversos estudos tém mostrado o uso de lipases na modificacdo de 6leos e gorduras, como por
exemplo, na obtencdo de acidos graxos poli-insaturados (AGPIs) e de Lipideos Estruturados - LEs
(MUNIO et al., 2009; NUNES et al., 2011). As lipases sdo enzimas hidroliticas, que em ambientes
aquo-restritos sdo capazes de catalisar diversas reagdes como esterificacdo, transesterificacdo e
interesterificacdo. A lipase modificada pode ter sua atividade e estabilidade aumentada, facilitando sua
reutilizagdo, viabilizando seu uso industrial.

Neste contexto, tecnologias de encapsulacdo podem ser utilizadas visando um maior
rendimento de processo de transformac&o lipidica ou o controle da atuacdo enzimatica no proprio
alimento ou durante o preparo deste. ARAVINDAN et al. (2007) fizeram uma revisdo sobre a
aplicacdo de lipases em diversos tipos de indUstrias de alimentos, destacando que essas enzimas
podem ser utilizadas no processamento de lacteos, panificagdo e alimentos funcionais. Recentemente,
AKiN et al. (2012) desenvolveram lipases microencapsuladas em géis de biopolimeros produzidos por
extrusdo/gelificacdo ibnica para acelerar o processo de maturacgao de queijo.

O objetivo do trabalho foi, portanto, encapsular e avaliar os impactos da encapsulagéo sobre a
atividade enzimaética de lipases produzidas por Aspergillus niger. As lipases foram encapsuladas pelo
processo de extrusdo com gelificacdo idnica e em seguida analisadas de acordo com sua atividade
enzimatica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Os polissacarideos e proteinas utilizados no processo de encapsulacdo por gelificagcdo
ionotropica foram alginato e proteinas globulares do soro do leite. Estes biopolimeros foram
gentilmente doados pela Funcional Mikron, SP (Brasil). As enzimas foram produzidas na Embrapa
Agroindustria de Alimentos, RJ. As seringas e 0s scalps descartaveis utilizados para extrusdo foram
adquiridos no comércio local.

2.2 Métodos

Enzimas: Os extratos enzimaticos lipoliticos foram produzidos por fermentacdo em estado
solido pelos fungos Aspergillus niger 11T53A14 e Aspergillus niger C. Os experimentos foram
conduzidos em bandejas, incubadas em camara BOD a 32°C por até 72 horas em meio contendo farelo
de trigo como fonte de carbono. A enzima foi extraida com adigédo de tampéo fosfato de sodio (pH 7,0)
e 0 extrato enzimatico bruto foi obtido apos filtragdo com papel de filtro seguido de filtragdo em
membrana de microfiltracdo para posterior determinacéo das atividades enzimaticas.

Solugdes: Foram utilizadas solucgdes de alginato em agua a 1%, 1,5%, 2,0% p/p, solucdo de
cloreto de célcio a 4% p/p, solucéo de proteina desnaturada (10% p/p) obtida por dilui¢do da proteina
do soro de leite em agua destilada usando agitador, elevando-se a temperatura a 80°C durante 15
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minutos para a desnaturacao das proteinas e posterior resfriamento. Apds o preparo, as solugdes foram
acondicionadas em recipientes de vidro. Para o preparo da solucdo de alginato (1,8%) e enzimas, o0 pd
foi completamente solubilizado no extrato enzimatico liquido, sem adicdo de agua.

Gelificagdo ionotropica: As particulas de géis (1 mm) foram formadas a partir do gotejamento
das solugdes biopoliméricas sobre uma solucdo aquosa de 4% (m/m) CaCl, sob fraca agitagdo. Apos
0s primeiros experimentos, foi definida como 4% a concentracdo minima para a solugdo salina, de
forma que os géis fossem formados antes que ocorresse a dissolucdo do biopolimero no banho salino.

O gotejamento foi realizado utilizando-se seringas descartaveis de 10 mL, acopladas a scalps
descartaveis (dispositivo de infusdo intra-venosa) de calibres 27G e 19G respectivamente. Esses dois
calibres foram utilizados para produzir géis maiores que 500 um. Em todos os casos, o cloreto de
calcio atuou como gelificante do polissacarideo. A altura entre a producdo de gota e o banho
gelificante foi de 10 cm. E importante ressaltar que essas medidas foram bastante superiores a altura
minima de 55 mm para formagao da gota proposta por Aliseda et al (2008). As medidas utilizadas no
presente trabalho foram determinadas de forma experimental, a fim de obter particulas mais esféricas
possiveis. Também para esse fim, surfactante Polisorbato 80 (Tween 80) foi adicionado a solugdo
salina para diminuir a tenséo superficial e facilitar a penetracéo da emulsdo-gota na solucéo.

Os géis recém-formados ficaram imersos sob agitacdo na solugdo de CaCl, durante 30 min
para completa gelificacdo. Apos este periodo os géis foram coletados por filtracdo e lavados com 2
litros de agua destilada para cada 100g de gel, a fim de remover o excesso de célcio residual. Para os
géis contendo enzima imobilizada foi realizada também uma lavagem com solucdo tampé&o Fosfato de
Sodio 50 mM pH 7 para remover tragos de enzimas ndo imobilizadas.

Métodos analiticos:

A determinagdo de concentragdo proteica antes e depois da encapsulacdo foi determinada pelo
procedimento descrito por Lowry (1951), modificado por Hartree (1972), utilizando Albumina de Soro
Bovino. A atividade enzimatica tanto da enzima livre quanto imobilizada foi determinada por hidrélise
de p-nitrofenil butirato. Foi utilizada a metodologia descrita por Cunha et al (2008), utilizando como
substrato padrdo o p-nitrofenil butirato. Estudos prévios indicaram alta especificidade das enzimas
utilizadas para o substrato mencionado. A reacdo de hidrélise de p-nitrofenil butirato (400uM)
catalisada pela enzima livre ocorreu em tampao fosfato de so6dio a 25 mM e pH 7, sob agitacdo, a
28°C. Em 2,5 mL de substrato, foram adicionados 0,1 mL de solugdo da enzima. A reacdo foi
monitorada por espectrofotdmetro da marca Ciencor Scientific UV-VIS SERIE UV-6 a 410 nm,
segundo descrito por Brigida (2010).

Célculos: O loading de encapsulacdo (%) foi calculado como a quantidade de enzima
encapsulada por grama de capsula, conforme a Equacéo 1.

gnzime encepsulado l:g}

Loading (%) = 100 =

gaiz (g Eq.1

A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi calculada conforme a Equacdo 2, onde Ci € a
concentracdo de proteina inicial na mistura Alginato / extrato enzimatico (mg/mL), Vi (mL) é o
volume inicial desta mistura que foi adicionado ao banho salino, Cf (mg/mL) € a concentracdo de
proteina final do banho salino e Vf (mL) é o volume total do banho salino.

Ci s« Vi—Cfs VF

EE (%) =100 = o

Eq. 2

A eficacia de encapsulacdo (%) pode ser definida como a relacdo entre a atividade
enzimatica da lipase encapsulada e a atividade enzimética da lipase livre para uma mesma massa de
proteina (Equacéo 3), onde, Aencapsuiada € @ atividade da enzima encapsulada, e Ay € a atividade da
enzima livre.
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Agrcapsulzds

Eficicia de encapsulagio (34) = { ] = 100 Eq. 3

livre

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de alginato de sédio e cloreto de célcio sdo parametros criticos para a
encapsulacdo da enzima em géis biopoliméricos, devido a reacdo de gelificacdo pela interagdo entre o
alginato e os fons de Ca*". Das diferentes concentracdes de alginato (1%, 1,5%, 2%) testadas, todas
formaram microgéis por gotejamento, a concentracdo de 1,5% apresentou a formacdo de géis mais
regulares. Dessa forma, com base nos resultados verificou-se que concentracdes de alginato a 1,5 seria
a formulacéo mais indicada para formag&o de geis através do método de gotejamento.

Em relacdo a enzima utilizada, trabalhou-se com a cepa Selvagem C de lipases produzidas por
Aspergillus niger da colecdo Embrapa (RJ). Essas enzimas demonstraram atividade enzimética
superior &s demais enzimas da mesma colegdo, a qual foi constatada ap0s diversas analises de
atividade enzimatica. Na tabela 1 estdo mostrados os resultados da analise de atividade enzimética
com trés extratos diferentes.

Tabela 1 — Atividade enzimatica dos trés extratos de Aspergillus niger produzidos pela Embrapa
Agroindustria de Alimentos (RJ).

Enzima delta Va (mL) Vr Atividade Enzimatica
(abs/t) (mL) (U/L)
Mutante 11T53A14 0,035 0,1 2,1 81,1+4,8
Mutante 11T53A14 0,02 0,1 2,1 459+ 4,6
Selvagem C 0,039 0,1 2,1 91,0+ 16,9

Os géis formados apresentaram homogeneidade de tamanho quando ainda hidratados, sendo a
média de 1.7 mm para as particulas extrusadas por scalp de calibre pequeno e 2.3 mm para as
extrusadas por calibre médio. E importante mencionar que os géis foram utilizados frescos, isto €, ndo
foram submetidos a qualquer processo de secagem.

A Tabela 2 compara os valores da atividade enzimatica da enzima selvagem C néo-
encapsulada e os valores da atividade enzimatica ap6s a encapsulacao.

Tabela 2 — Atividade enzimética da enzima Selvagem C ndo-encapsulada e encapsulada em gel
biopolimérico.

Enzima Atividade Enzimatica (U/L)
Selvagem C ndo-encapsulada 91,0+£16,9
Selvagem C encapsulada 80,1+4,4

A partir da andlise de atividade enzimatica em substrato padrdo, em comparacdo com as
atividades da enzima livre, a enzima encapsulada demonstrou ndo apresentar diferenca significativa. A
ligeira reducdo de atividade pode ser explicada tanto pelo fato do material de parede influir no efeito
difusional do substrato através do gel, bem como das temperaturas utilizadas em ambas analises. A
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andlise da enzima livre foi realizada com o substrato fenilico a 37°C, enquanto a anélise da enzima
encapsulada foi conduzida a temperatura ambiente, o que pode ter alterado significantemente a
atividade enzimaética e seu desempenho hidrolitico, uma vez que a temperatura Gtima para essas
enzimas é de aproximadamente 37° C.

O loading, a eficiéncia e eficacia de encapsulacdo foram calculados a partir das Equagoes 1, 2,
e 3, os valores encontrados foram 1,17%, 72,2% e 88% respectivamente. Os géis de alginato
demonstraram alta estabilidade mecénica com baixo vazamento de enzima através da camada de
membrana polimérica. 1sso pdde ser avaliado a partir da concentragdo de proteina no sobrenadante de
cloreto de célcio filtrado, a qual foi de 1.33 mg/mL, em comparagéo com o extrato enzimatico que foi
de 16.10 mg/L. No entanto, ainda houve certa perda de enzima, o que ocorreu provavelmente devido a
estrutura porosa que forma o alginato, de acordo com os relatos de Cao (2006) e Degroot (2001). Com
a finalidade de resolver este problema, € necessario o estudo com diferentes formulages para o
material de parede dos microgeis.

4, CONCLUSAO

A encapsulacdo de lipases produzidas por Aspergillus niger pelo método de gelificacdo
ionotropica é possivel sem que haja grande reducdo da atividade enzimatica. Espera-se que esses géis
possam ser utilizados e reutilizados para conversdo de 6leos de baixa qualidade em Gleos nutricionais
ou biodiesel. Contudo, fazem-se necessarios estudos posteriores a respeito do reciclo dos géis, bem
como do efeito difusional do substrato na matriz polimérica quando aplicados em material lipidico.
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