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Resumo

O trabalho foi conduzido com o objetivo de testar a agdo de enzimas hidroliticas
produzidas por Trichoderma asperellum, imobilizadas em filmes biodegradaveis, como
agente inibidor do crescimento de microrganismos. A atividade inibitoria foi testada sobre
Aspergillus niger, Penicillium sp. e Sclerotinia sclerotiorum, microrganismos geralmente
relacionados com o ataque e, ou, contaminacgéo de alimentos, seja no campo ou embalados.
Foram utilizadas duas blendas poliméricas de diferentes composicdes, uma a base de
amido de mandioca e poli-butileno-adipato-co-tereftalato (Ecoflex®; BASF Chemical
Company) e outra a base de alcool polivinilico (PVA) e polissacarideo de caju (PEJU). T.
asperellum foi induzido a produzir as enzimas envolvidas no processo de ataque
micoparasita (N-acetilglicosaminidases, [-1,3-glicanases, quitinases e proteases) pela
adicdo de quitina bruta no meio de crescimento. As enzimas produzidas em maior
quantidade foram N-acetilglicosaminidases e quitinases. O “pool” de enzimas produzidas
foi entdo utilizado nos experimentos de imobilizagdo. O processo de imobilizagdo foi
realizado nos filmes por dois métodos: ligacdo covalente ou ligacdo i6bnica. Em ambos 0s
métodos, a presenca de enzimas hidroliticas imobilizadas resultou em reducdo do
crescimento dos microorganismos, porém na imobilizacdo por ligacdo covalente o0s
resultados foram mais expressivos. S.sclerotiorum foi o microrganismo mais sensivel,
seguido por A. niger e Penicillium sp. Para confirmar a acdo hidrolitica das enzimas
produzidas por T. asperellum e avaliar os efeitos por elas produzidos na parede celular e
demais estruturas dos microrganismos, os filmes com enzima imobilizada por ligacao
covalente foram submetidos a microscopia eletrénica de varredura. As estruturas mais
afetadas foram hifas e esporos. De forma geral, a acdo sinérgica de todas as enzimas
produzidas por T. asperellum reduziu visivelmente o crescimento dos microrganismos
quando imobilizadas na superficie dos filmes Amido-Ecoflex® e PVA-PEJU. Além disso,
as blendas poliméricas testadas apresentaram caracteristicas desejaveis para futuro uso em
embalagens de alimentos e principalmente, também constituem sistemas eficientes para
imobilizacdo de enzimas.

Palavras-chave: enzimas quitinoliticas, imobilizacdo, biocontrole e blendas poliméricas
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Abstract

The hydrolytic activity of enzymes produced by Trichoderma asperellum,
immobilized biodegradable films, as growth inhibitor of microorganisms was tested. The
inhibitory activity was demonstrated on Aspergillus niger, Penicillium sp. and Sclerotinia
sclerotiorum, microorganisms usually related to the attack and/or food contamination at the
field or packaged. We used two polymer blends with different compositions, cassava starch
and poly-butylene adipate-co-terephthalate (Ecoflex®, BASF Chemical Company) and
other composed for polyvinyl alcohol (PVA) and polysaccharide cashew gum (PEJU). T.
asperellum was induced to produce enzymes involved in the attack mycoparasite (N-
acetylglucosaminidases, B-1,3-glucanases, chitinases and proteases) by the addition of
crude chitin in the growth medium. The enzymes produced in major quantity were N-
acetylglucosaminidase and chitinase. The “pool” of enzymes produced in the experiments
was then used for immobilization tests. The immobilization process was performed in
films by two methods: covalent and ionic bonding. In both methods, the presence of
immobilized hydrolytic enzymes resulted in reduced growth of microorganisms, but the
covalent immobilization of the results were more expressive. S.sclerotiorum was the
microorganism most sensitive, followed by A. niger and Penicillium sp. To confirm the
action of hydrolytic enzymes produced by T. asperellum and evaluate the effects they
produce cell wall of microorganisms and other structures, the films with enzyme
immobilized by covalent bonding were subjected to scanning electron microscopy. The
structures most affected were hyphae and spores. Overall, the synergistic action of all
enzymes produced by T. asperellum, reduced the growth of microorganisms when
immobilized on the surface of the films Starch-Ecoflex® and PVA-PEJU. Moreover, the
polymer blends tested exhibited desirable characteristics for future use in food packaging
and most importantly, also provide efficient systems for the immobilization of enzymes.

Keywords: chitinolitic enzymes, immobilization, biocontrol, polymer blends
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1 INTRODUCAO

A industria de enzimas, tal como conhecemos hoje, é o resultado de um
desenvolvimento rapido, visto principalmente nas dltimas quatro décadas,
gracas a evolucédo da biotecnologia moderna. Para aplicacdes comerciais ou industriais,
0S microrganismos sdo as mais importantes fontes de enzimas. Isto porque a producédo
de enzimas a partir de microrganismos tem como vantagem o fato de poder ser
controlada fisioldgica e fisico-quimicamente e, além disso, a quantidade de enzimas
produzidas por microrganismos ¢ muito mais elevada do que a producdo por fontes
vegetais e animais (IBRAHIM, 2008).

Enzimas encontradas na natureza, e de diversas fontes, tém sido utilizadas desde a
antiguidade para a producdo de produtos alimentares, tais como queijo, fermento,
cerveja, vinho e vinagre e na fabricacdo de produtos como couro e linho (KIRK,
BORCHERT e FUGLSANG, 2002). Atualmente, o uso de enzimas permite que
processos industriais sejam realizados sob condi¢des mais brandas, utilizando menos

energia e produzindo menos subprodutos téxicos (GHORAI et al., 2009).

Na industria de embalagens, as exigéncias por um produto que atenda, ao mesmo
tempo, as demandas de mercado e as condicdes de preservacdo ambiental abrem espaco
para a utilizacdo de enzimas também nesse campo. Nos ultimos anos, tem se destacado
0 uso de agentes antimicrobianos em embalagens e as enzimas séo fortes candidatas a
utilizacdo nesses processos. O uso de embalagens com agentes antimicrobianos tem
como vantagem o fato de que menores teores de conservantes entram em contato direto
com o produto, atendendo uma tendéncia atual do consumidor que é a busca por
alimentos minimamente processados e livres de conservantes (OLIVEIRA e
OLIVEIRA, 2004).

Em alguns casos, o uso direto de enzimas pode ser restringido por sua
sensibilidade as condicdes de processamento e, ou, compostos que possam inibir sua
acdo, resultando em um “tempo de vida curto” para a acdo enzimatica. No entanto, esse
problema tem sido superado, em alguns casos, pelo uso dos processos de imobilizagéo,
que conferem as enzimas maior estabilidade a variacbes de pH, temperatura, e outros
agentes desnaturantes, assim como um ambiente adequado para seu uso repetido ou
liberacdo controlada (KANDIMALLA, TRIPATHI e JU, 2006; LOPEZ-RUBIO,
GAVARA e LAGARON, 2006).
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Ainda ha muito trabalho para o desenvolvimento de embalagens com enzimas
antimicrobianas aplicadas, principalmente no que diz respeito a relagdo custo e resposta
quando comparados a antimicrobianos sintéticos. No entanto, vale salientar que 0 uso
de embalagens com agentes antimicrobianos naturais incorporados pode servir como

um modelo de boas praticas sanitarias e de manejo ambiental (COOKSEY, 2001).

1.1 Deterioracao de alimentos pela acéo de fungos

Nas ultimas décadas, a alimentacdo tem sido motivo de preocupagdo em todos 0s
paises. Um grande desafio é adequar a producdo de alimentos a demanda crescente da
populacdo mundial, j& que existem milhdes de individuos famintos nos paises
subdesenvolvidos (BALBANI e BUTUGAN, 2001).

Com a globalizacdo, ficaram mais evidentes os problemas relativos a qualidade
dos alimentos para consumo humano. A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) tem
alertado para a necessidade de se coibir a contaminacdo de alimentos, uma vez que
esses alimentos ainda podem chegar as vias de consumo e estdo contaminados por

agentes bioldgicos com potencial de causar danos a satude (STACCIARINI, 1996).

A todo o momento somos bombardeados por informacBes que nos mostram
pessoas famintas em todo o mundo. Simultaneamente, recebemos informagdes sobre a
renda gerada pela producdo de alimentos e nimeros das exportacfes de graos em paises
como o Brasil. Como se ndo fossem suficientes esses dados, a Funda¢do Jodo Pinheiro
(FJP) de Minas Gerais aponta em estudos realizados, que cerca de 15 milhdes de
toneladas de grdos da safra agricola brasileira se perdem anualmente entre 0s processos

de colheita, armazenamento e transporte.

A qualidade microbioldgica dos alimentos depende de um grupo de fatores que
vai desde o crescimento de microrganismos, que gera odores indesejaveis, mudanca de
cor, sabor e textura dos alimentos e a producéo de toxinas que podem representar risco
para a vida, até reducdo da vida uatil de produtos comercializados. Existem muitos
sistemas de prevencao de contaminagdo microbioldgica que sdo usados pela inddstria de
alimentos, tais como andlise de risco e controle dos pontos criticos (ARCPC),
procedimentos de saneamento operacionais padronizados (PSOP), boas préaticas de
fabricacdo (BPF) e varias inspec¢des (HAN, 2005).
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Os fungos microscopicos e seus metabolitos, as micotoxinas, sdo frequentemente
encontrados como contaminantes de produtos agricolas e sdo classificados comumente
em dois grupos: aqueles que atacam antes da colheita, chamados fungos de campo, e
aqueles que s6 ocorrem apds a colheita, chamados fungos de armazenamento (FAO,
1997). Os géneros Aspergillus e Penicillium constituem fungos tipicos no processo de
armazenamento, embora sua ocorréncia durante a colheita também seja possivel.
Espécies de Fusarium e Sclerotinia sdo representantes de fungos de campo e estdo

relacionados com aspectos climaticos, como umidade e frio (CONKOVA et al., 2006).

A acdo flngica na deterioracdo de alimentos em armazenamento torna-os
improprios para o consumo, diminuindo seu valor nutritivo e, na grande maioria das
vezes, contaminando-0s com as micotoxinas. A aflatoxina B1 e B2 e fumotoxinas
produzidas por Aspergillus flavus e A. fumigatus sdo alguns exemplos de micotoxinas
que causam prejuizo alimentar. Além disso, a presenca de fungos contaminando
alimentos gera um grande prejuizo econdmico (MISHRA e DUBEY, 1994,
NGUEFACK et al., 2004).

No caso dos graos, as condicOes climaticas, especialmente temperatura e umidade,
desempenham um papel muito importante no processo de deterioracdo, isso porque as
mudancas climaticas afetam também os fungos, que passam a produzir micotoxinas em
resposta ao estresse ambiental (CONKOVA et al., 2006). Como as micotoxinas sdo
produzidas por uma grande variedade de microrganismos e cada um deles tém suas
exigéncias ecoldgicas para sobrevivéncia, alteracGes de temperatura, umidade e
precipitacdo sdo fatores que podem influenciar diretamente na contaminacdo dos
alimentos (FAOQ, 2008).

Na agricultura e industria de alimentos, os microrganismos tém seu crescimento
geralmente controlado pelo uso de substancias quimicas sintéticas, no entanto, a maioria
dos fungicidas e agentes antimicrobianos em uso pode criar varios efeitos secundarios,
como carcinogénese, teratogénese e toxicidade residual. Assim, alternativas
biodegradaveis e naturais de controle quimico devem ser levantadas para substitui¢do
do uso de sintéticos (CONKOVA et al., 2006; MISHRA e DUBEY, 1994).
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1.1.1 Aspergillus niger

Espécies do género Aspergillus Thieg. (Eurotiales: Trichocomaceae), pertencentes
a secdo Nigri, conhecidos como Aspegilli negro, tém uma grande importancia devido a
sua capacidade de produzir enzimas e acidos organicos. No entanto, essas especies
também podem produzir micotoxinas e, portanto, contaminar alimentos (GONZALEZ-
SALGADO et al., 2005) (Figura 1).

Figura 1. Contaminacdo de embalagem de couve-flor por Aspergillus niger.

O género Aspergillus ocupa uma posicdo importante do ponto de vista da
contaminagdo de alimentos por micotoxinas. Talvez a maioria dos fungos desse género
habite 0 solo, mas o grupo esta também associado a produgdo de compostos toxicos,
principalmente em grdos, como o milho. As duas micotoxinas de maior importancia séo
a aflatoxina e ocratoxina A (GONZALEZ-SALGADO et al., 2005).

A aflatoxina (AF), produzida por A. flavus, A. parasiticus e A. wentii, € uma
substancia cancerigena e genotodxica, amplamente encontrada em grdos de milho e
amendoim, de todas as regides dos tropicos e em quase todos 0s sistemas alimentares.
Ja a ocratoxina A (OTA) é um metabdlito secundario produzido tanto por espécies de
Aspergillus quanto de Penicillium. OTA é uma nefrotoxina conhecida por sua agéo
imunosupressiva, genotoxica e teratogénica, classificada pela Agéncia Internacional de
Pesquisas de Cancer (IARC), dentro dos 4 grupos relacionados a agentes carcinogénicos
para humanos, como um possivel carcinogénico humano do grupo 2, subgrupo B (o0
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agente ou a mistura é possivelmente carcinogénico para humanos; as circunstancias da
exposicdo impdem exposicdes em niveis que sdo possivelmente carcinogénicos para
nossa espécie. Exemplos: acetaldeido, acrilonitrila, tetracloreto de carbono, hidrazina,
nitrobenzeno). Somente dois Aspergillus da secdo Nigri produzem OTA: A. carbonarius
e A. niger, embora alguns estudos reportem A. japonicus. Esses fungos sdo comuns em
produtos de plantas e em alimentos ja processados (GONZALEZ-SALGADO et al.,
2005).

1.1.2 Penicillium sp.

Penicillium (Eurotiales: Trichocomaceae) é um dos géneros de fungo mais
importantes industrialmente. Muitas espécies sdo utilizadas para a producdo de
medicamentos importantes, tais como a penicilina, enquanto outras sdo usadas em
processos de fermentacdo na industria de alimentos, como Penicillium roqueforti, P.
camembert e P. nalgiovense. No entanto, muitas outras espécies podem causar
deterioracdo dos alimentos e contaminagdo pela producdo de micotoxinas
(CLEMMENSEN et al., 2007) (Figura 2).

"

Figura 2. Contaminacdo de p&o por Penicillium sp.

As principais micotoxinas produzidas pelo género sdo a roquefortina C, penitrem
A-F e tromitem A e E. As espécies P. roqueforti e P. carneum produzem roquefortina
C. Outras importantes espécies produtoras de micotoxinas sdo: P. aurantiogriseum
(penitrem A, &cido penicilico, &cido micofendlico, xantomegnina e viomelina), P.

chrysogenum (roquefortina C e acido ciclopiazdnico) e P. expansum (roquefortina C,
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patulina e citrina). Em geral, essas substancias sdo nefrotdxicas, hepatotdxicas,
imunossupressoras, e/ou cancerigenas (RUNDBERGET, SKAAR e FLAOYEN, 2004).

1.1.3 Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary (Helotiales: Sclerotiniaceae) ¢ um fungo
ascomiceto, conhecido como mofo branco. E um patdgeno altamente destrutivo de
muitas culturas economicamente importantes, incluindo leguminosas (soja, ervilha e
feijdo) e sementes oleaginosas (canola e girassol). Esse patdgeno apresenta pouca
especificidade por hospedeiros, podendo atacar uma gama de mais de 400 plantas,
principalmente dicotiledoneas (HEGEDUS e RIMMER, 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Contaminacdo de embalagem de vagem por Sclerotinia sclerotiorum.

A disseminacdo desse patdgeno ocorre por meio dos esclerocios, que funcionam
como estruturas de sobrevivéncia do microrganismo, e no solo podem resistir até trés
anos. O controle de S. sclerotiorum pode ser feito pelo uso de grandes rotagdes de
culturas, aplicacdo de fungicidas, ou pelo controle bioldgico (BAE e KNUDSEN,
2007).

Alguns agentes de controle bioldgico (ACB) tém sido descritos para o controle de

S. sclerotiorum. Antagonistas como Ulocladium atrum é efetivo no controle de S.
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sclerotiorum por micoparasitismo; Pseudomonas sp. e S. sclerotivorum inibem a
germinacdo de esporos por antibiose (ABDULLAH et al., 2008). No entanto, o controle
bioldgico desse microrganismo tem sido realizado mais frequentemente e com grande
sucesso por fungos do género Trichoderma (INBAR, MENENDEZ e CHET, 1996).

No caso de S. sclerotiorum, ndo ha estudos que apontem para 0 risco de
contaminacdo do homem e demais animais pelo consumo de alimentos infectados pelo
fungo. A producdo de enzimas pecnoliticas e celuloliticas por S. sclerotiorum causa
uma situacdo comumente percebida pelo consumidor, a podriddo dos alimentos,
principalmente em leguminosas embaladas. A contaminacdo de alimentos por S.
sclerotiorum no solo resulta em grandes perdas econémicas. JA a contaminagdo de
alimentos embalados, além das perdas, provoca a rejei¢cdo do consumidor, o desperdicio
e consequentemente, o retorno deste patdégeno ao ciclo ambiental, devido ao descarte

destas embalagens no lixo domeéstico.

E a excrecdo de acido oxalico que parece ser determinante para a agio indesejada
do patégeno sobre os alimentos no campo. Primeiro porque vérias enzimas flngicas
secretadas durante a invasao de tecidos vegetais tém atividades maximas em pH acido, e
0 oxaloacetato auxilia na modulacdo do pH apoplastico. Segundo, porque o
oxaloacetato, em excesso, pode ser toxico para as plantas hospedeiras, enfraquecendo a
planta e faciltando a invasdo. Ainda, a producgdo de acido oxalico interfere na producgéo
de &cido abscisico e desregula as células-guarda dos estématos, provocando murcha das
folhas. Finalmente, a quelacéo de Ca** da parede celular pelo anion oxalato compromete
as funcbes de defesa da planta dependentes da modulacdo por célcio (CESSNA et al.,
2000).

1.2 O género Trichoderma

Os fungos do género Trichoderma Pers. (Hypocreales: Hypocreaceae) pertencem
a classe mitosporica, subclasse hifomiceto e ordem moniliales (HAWKSWORTH et al.,
1995). Sdo cosmopolitas e tipicamente vivem no solo ou em madeiras apodrecidas.
Alguns deles sdo importantes economicamente devido a producdo de enzimas
industriais (celulases e hemicelulases), antibioticos e sua agdo como agentes de controle
bioldgico (KULLNIG-GRADINGER, SZAKACS e KUBICEK, 2002).
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O sucesso de Trichoderma como agente de controle bioldgico deve-se a sua alta
capacidade reprodutiva, habilidade de sobreviver sob vérias condigcdes desfavoraveis,
eficiéncia na utilizagdo de nutrientes, capacidade de modificar a rizosfera e forte
agressividade contra fungos patogénicos (BENITEZ et al., 2004).

A atividade de biocontrole das espécies de Trichoderma inclui acbes como o
micoparasitismo, competi¢do por espago e recursos e antibiose. As enzimas hidroliticas,
produzidas por muitas espécies de Trichoderma, sdo tradicionalmente incluidas no
conceito de micoparasitismo. Além disso, a habilidade em produzir metabdlitos que ou
impedem a germinacdo de esporos (fungistaticos), matam as células (antibiose), ou
modificam a rizosfera, fazem de Trichoderma um género em potencial para o controle
bioldgico de patdgenos (BENITEZ et al., 2004).

A acdo de biocontrole exercida por Trichoderma por micoparasitismo, que € o
ataque direto de um fungo sobre outro, € um processo complexo que envolve eventos
sequenciais, incluindo reconhecimento, ataque e subsequente penetracdo no hospedeiro,
causando a morte do mesmo. Trichoderma sp. pode exercer biocontrole direto,
parasitando uma gama de fungos e espécies crescentes junto com ele. Isso se deve a
expressao de enzimas hidroliticas, que degradam a parede celular, como quitinases,
glicanases e proteases. Estas enzimas agem de forma sinérgica, causando a lise da
parede celular do hospedeiro (HARMAN et al., 2004; LIMA, 2002).

O micoparasitismo envolve mudancas morfoldgicas. Trichoderma ataca o
patdgeno pela interacdo de carboidratos da sua parede celular com lectinas da parede
celular do patdgeno. O passo seguinte consiste na producdo de enzimas que degradam a
parede celular e peptabdlitos, que facilitam a entrada das hifas de Trichoderma no
limem das hifas do fungo parasitado e assimilagdo do conteudo da parede celular
(BENITEZ et al., 2004).

Trichoderma sp. também pode ser induzido artificialmente a excretar enzimas
hidroliticas quando colocado em meio com presenca de laminarina, quitina ou parede
celular de outros fungos. Isso porque a adigdo destas substdncias como fonte de
carbono, simula a presenca do microrganismo competidor e induz Trichoderma a
produzir enzimas que produziria em condi¢Bes naturais de ataque, como é o caso das
quitinases (DE LA CRUZ et al., 1992).

20



1.2.1 A espécie Trichoderma asperellum

Trichoderma asperellum é uma espécie ainda pouco estudada, mas como outras
espécies, a exemplo de T. harzianum, apresenta atividade micoparasita relacionada a
secrecdo de enzimas hidroliticas. Lima (2002) em seu estudo com isolados de
Trichoderma sp. do cerrado brasileiro caracterizou morfologicamente T. asperellum
(TO0) utilizando microscopia eletronica e observou zonas de intensa conidiagdo, com
conididéforos apresentando fialides pareadas e relativamente ampuliformes, tipicas desta
especie. Descreveu também conidios de aspecto verrugoso, de formato subglobuloso a

ovoide.

A atividade micoparasita de T. asperellum foi avaliada inicialmente na inibigéo do
crescimento de Fusarium sp. em culturas de tomate e na presenca de parede celular de
Rhizoctonia solani. Bara (2002) demonstrou que T. asperellum (T00) quando cultivado
na presenca da parede celular de R. solani produz B-1,3-glicanase, que esta envolvida na

degradacéo de parede celular.

Em cultura de pepinos infectadas por R. solani, T. asperellum também produziu
enzimas relacionadas ao micoparasitismo. Duas proteases, denominadas PAP A e PAP
B foram secretadas durante a colonizacdo. A analise da expressdo dos genes demonstrou
que PAP A é constitutiva e PAP B foi induzida a transcri¢do durante o confronto com R.
solani, ou seja, PAP B relaciona-se com o micoparasitismo de T. asperellum contra R.
solani (VITERBO, HAREL e CHET, 2004). Outros estudos de expressdo de genes
relacionados ao micoparasitismo também foram desenvolvidos. De quatro espécies de
Trichoderma, incluindo T. asperellum, 8.160 “expressed sequence tags” (EST’s) de
genes altamente expressos em condi¢Oes relacionadas ao biocontrole ja foram
analisadas (VIZCAINO et al., 2007).

A producdo de quitinases também é frequentemente relatada na acdo micoparasita
de Trichoderma. Viterbo et al. (2002) clonaram o gene chit36 de T. asperellum e
avaliaram sua expresséo. A reagdo de PCR foi realizada utilizando-se oligonucleotideos
baseados em sequéncias de quitinases de T. harzianum. Os estudos revelaram que a
producdo de quitinases em T. asperellum é regulada por fontes de carbono, nitrogénio,

quitina e N-acetilglicosamina.

O Laboratorio de Enzimologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da

Universidade Federal de Goidas (UFG), tem grupos de pesquisa que investigam a
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producdo de enzimas por fungos do género Trichoderma e tem obtido grandes
resultados. Pelo menos duas isoformas de -1,3-glicanases, uma de 83,1 kDa (TAG 83)
e outra com 19 kDa (TAG 19) produzidas por T. asperellum (T00) ja foram isoladas e
caracterizadas. Essas enzimas com atividade de B-1,3-glicanase foram produzidas pela
cultura de T. asperellum em meio suplementado com parede celular de R. solani. A
isoforma com massa molecular de 83,1 kDa (TAG 83) foi purificada e caracterizada por
Bara , Lima e Ulhoa (2003). Ja a outra enzima, com massa molecular de 19 kDa (TAG
19) foi caracterizada por Silva (2005).

Todos os estudos apontam para T. asperellum como agente em potencial para o
biocontrole. No entanto, varios fatores devem ser considerados até que se chegue a
utilizacdo efetiva deste fungo no controle bioldgico. Um desses fatores € a linhagem de
Trichoderma, ja& que a eficiéncia parece estar relacionada também a cepa utilizada
(HERRERA-ESTRELA e CHET, 1998).

1.3 Quitina e enzimas quitinoliticas

A quitina é amplamente distribuida na natureza, sendo o segundo polissacarideo
mais abundante, encontrado somente em menores concentracdes que a celulose (PATIL,
GHORMADE e DESPHANDE, 2000). E um homopolimero, de alta massa molecular
composto por unidades de N-acetil-D-glicosamina (N-acetil-2-amino-2-deoxi-D-
glicopiranose) (GIcNAc) ligadas por ligagdes glicosidicas p (1— 4) (NAMPOOTHIRI
et al., 2004) (Figura 4). Esta presente em invertebrados marinhos (crustaceos) e insetos,
fungos e algas. Sua importancia vem aumentando significativamente por representar um
recurso renovavel e devido as suas propriedades bioldgicas, médicas e biotecnoldgicas
(PIZA et al., 1999).
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Figura 4. Quitina. (a) Estrutura quimica da quitina. A caixa em cinza representa uma
subunidade de N-acetilglicosamina da cadeia de quitina. (b) Conformacdes
estruturais da quitina: a-quitina, caracterizada por cadeias antiparalelas e -
quitina, cadeias paralelas (SEIDL, 2008).

A quitina é sintetizada pela ativacdo do precursor uridina difosfato N-acetil-D-
glicosamina, pela enzima quitina sintetase. Estudos de difracdo de raios-X revelam que
a quitina ocorre em trés formas polimorficas, a-, - e y-quitina, que diferem no arranjo
molecular. Na a-quitina, as cadeias estdo arranjadas de forma antiparalela, na $-quitina,
as cadeias sdo paralelas. Na y-quitina, as cadeias estdo misturadas. Baseado na
similaridade das sequéncias, as enzimas quitinoliticas sdo agrupadas nas familias 18, 19
e 20 das glicosil hidrolases (DAHIYA, TEWARI e HOONDAL, 2006).

Em fungos, a quantidade e a distribuicdo de quitina na parede sdo variaveis, fator
que parece influenciar na regulacdo dos tipos de quitinases produzidas (ESCOTT,
HEAM e ADAMS, 1998). De modo geral, os fungos produzem quitinases com papeis
relacionados com a divisdo celular, alguns processos morfogénicos em micélios,
incluindo germinacdo de esporos, ramificacdo e autolise (ESCOTT, HEAM e ADAMS,
1998; GOODAY, ZHU e O’DONEL, 1992). Em meio de cultura, os fungos também
secretam algumas enzimas hidroliticas essenciais para seu metabolismo, como
proteinases, quitinases, N-acetilglicosaminidases, lipases e fosfolipases. Estas enzimas
podem atuar em processos como 0s de biossintese e remodelacdo da parede, durante o
crescimento e divisao celular (ADAMS, 2004; NOMBELA et al., 1998).
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As quitinases sdo enzimas hidroliticas responsaveis pela degradacdo de quitina.
Enzimas quitinoliticas desempenham um papel chave nos processos de controle
bioldgico, na industria alimenticia, para producdo de fatores de crescimento em plantas,
edulcorantes, etc., e finalmente, para degradacdo de materiais ricos em quitina. A
hidrolise completa de quitina a N-acetil-D-glicosamina livre € realizada por um sistema

quitinolitico que envolve exoquitinases e endoquitinases.

Diferentes tipos de compostos contendo quitina tém sido usados para a producao
de quitinases, estes incluem parede celular de fungos, revestimento de caranguejos e
camar@es, assim como exoesqueletos de algumas espécies (NAMPOOTHIRI et al.,
2004). As enzimas quitinoliticas sdo geralmente induzidas como um complexo multi-
enzimético e sdo divididas em duas classes: (1) endoquitinases (EC 3.2.1.14), que
clivam a quitina aleatoriamente em sitios internos, gerando produtos de baixa massa
molecular como quitotetroses, quitotrioses e diacetilquitobioses, e (2) exoquitinases,
divididas em duas subcategorias: (2.1) quitobiases (EC 3.2.1.29), e (2.2) N-acetil-p-D-
glicosaminidases (EC 3.2.1.30), que clivam os produtos das endoquitinases e
quitobiases, gerando monbémeros de N-acetilglicosamina (GIcNAc) (DAHIYA,
TEWARI e HOONDAL, 2006; SAHAI e MANOCHA, 1993) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo de clivagem das enzimas
quitinoliticas. As cadeias de quitina estdo representadas em azul claro e a

porcdo de acUcar redutor final em cinza. As linhas pontilhadas indicam que
a cadeia é mais longa que o representado na figura (SEIDL, 2008).
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A producdo microbiologica de quitinases tem atraido a atencdo de industrias e
laboratérios, ndo somente por causa do seu espectro de aplicagdes, como também pela
lacuna existente com relacdo a métodos de producdo efetiva. Como geralmente
microrganismos sdo induzidos em meio natural a producdo de quitinases, a producao
artificial exige que fatores fisicos, como aeracéo, pH e temperatura de incubacao, além
da composicdo do meio e escolha da fonte de carbono sejam cuidadosa e amplamente
testados, a fim de se otimizar a producdo (DAHYIA, 2006; SHAIKH e DESHPANDE,
1993).

1.4 Compostos organo-sintéticos biodegradaveis e antimicrobianos

O Brasil, com 200 milhdes de habitantes, produz cerca de 240 mil toneladas de
lixo por dia, nimero inferior ao produzido nos EUA (607 000 t/dia), que tém 300
milhGes de habitantes, mas bem superior a paises como a Indonésia (35 000 t/dia), que
tem a mesma populagdo. Desse total, a maior parte vai para os lix6es a céu aberto.
Apenas uma pequena porcentagem é descartada em locais apropriados. Uma cidade
como Sédo Paulo gasta por dia um milhdo de reais com 0s processos que envolvem o
lixo, desde a coleta, o transporte, a destinacdo e o tratamento. Para o Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (IPT), sdo poucas as prefeituras do pais
que possuem equipes e politicas publicas especificas para o lixo (BASTIOLI, 2000).

No dia dois de agosto de 2010 foi sancionada a Lei n° 12.305 que institui a
Politica Nacional de Residuos Solidos e altera itens da Lei n° 9.605, de 12 de fevereiro
de 1998. A nova lei traz novidades como responsabilizacdo das empresas pelo
recolhimento de produtos descartaveis (logistica reversa), estabelece a integracdo dos
municipios na gestdo dos residuos e responsabiliza toda a sociedade pela geragdo do
lixo. A lei ainda prevé a extingdo dos lixdes, que passam a ser proibidos e determina a
criagdo de aterros para 0 lixo sem possibilidade de reaproveitamento ou de
decomposicgédo. As prefeituras terdo um prazo de quatro anos para construir os aterros,
sendo que para criacdo destes, cada prefeitura deve aprovar nas cdmaras de vereadores
uma lei municipal criando um sistema de reciclagem dos residuos, sob a pena de nédo
mais receberem subsidios financeiros do Governo Federal. Levando-se em consideragdo
que em 2008 apenas 405 dos 5.564 municipios brasileiros faziam coleta seletiva, a
producdo de materiais biodegradaveis oferece uma solucdo interessante para reduzir o
impacto ambiental do descarte de materiais plasticos (BRASIL, 2010).
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Dentre os materiais biodegradaveis utilizados para a producdo de bioplasticos,
aqueles derivados por sintese, obtidos da inddstria petroquimica por via sintética
classica, destacam-se o0s policaprolactonas (PCL), os poliésteraminas (PEA), o0s
copoliéster alifaticos ou polibutileno succinato adipato (PBSA) e o0s copoliéster
alifaticos co-trefilatos, como o co-polibutileno adipato tereftalato (PBAT). O PLC e 0
PEA sdo os polimeros que dominam o mercado, com exce¢do dos derivados de amido.
Cerca de 85% a 90% do mercado ¢ dominado por blendas e compositos que em alguma
proporcao tiveram um composto organo-sintético (plastico) substituido por amido
(AVEROUS, 2002;GUILBERT, 2000). A Figura 6 apresenta as diferentes familias de

biopolimeros com suas matérias primas.
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Figura 6. Diferentes familias de polimeros biodegradaveis e suas materias primas
(AVEROUS e BOQUILO, 2004).

Os polimeros sintéticos, que formam hidrogéis, e sdo mais comumente conhecidos
por seu emprego na producdo de materiais plasticos séo poli(2-hydroxietil metacrilato)
(PHEMA), alcool polivinilico (PVA), poli(N-vinil-2-pirrolidono) (PNVP), poli(etileno
glicol) (PEG), e seus copolimeros. O PVA é um polimero sintético hidrofilico. Suas
propriedades basicas sdo dependentes do nivel de polimerizacdo ou hidrolise, o que
permite varias aplica¢Oes, por exemplo, em adesivos, como emulsificante, na industria
téxtil e de papel e na obtencdo de membranas para imobilizacdo de enzimas. Mais

recentemente, o0 PVA tem sido utilizado pela indUstria farmacéutica para os sistemas de
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“drug delivery”, devido as suas propriedades biodegradaveis e nao-tdxicas (REIS et al.,
2006).

Poliésteres alifaticos e aromaticos como polibutileno succinato (PBSu),
polietileno succinato (PESu), polibutileno succinato co-adipato (PBSA) e co-
polibutileno adipato tereftalato (PBAT) tém sido comercializados como material
biodegradavel devido ao custo relativamente baixo de sua producéo, alta degradacdo
ambiental e propriedades mecénicas semelhantes ao polietileno. Como exemplo disso,
pode-se citar o PBAT (60% butileno adipato; 40% butileno tereftalato), que desde 1998
é comercializado sob o nome Ecoflex® (BASF Chemycal Company) e tem sido
amplamente aplicado na agricultura e para embalagem de alimentos (Figura 7)
(KASUYA et al., 2009).
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Figura 7. Estrutura quimica do poliéster co-polibutileno adipato tereftalato
(PBAT) Ecoflex® (M = componentes modulares; e.g. mondmeros com
ramificacdo ou efeito de extensdo da cadeia) (WITT et al., 2001).

De acordo com o fabricante (Tabela 1), o filme é um produto versatil e permite a
fabricacdo desde filmes para embalar alimentos até artefatos termomoldados, injetados,
soprados e extrusados. Possui ainda potencial para ser combinado ao papel como
componete multilaminar, e ao amido e a outros polimeros biodegradaveis na formagéao
de blendas poliméricas, além de ser resistente a gordura, umidade e variacOes de
temperatura e devido a sua alta resisténcia a tensdo (SHI, ITO e KIKUTANI, 2005;
BASF, 2003).
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Tabela 1. Propriedades do polimero poli-butileno adipato co-
tereftalato (PBAT).

Propriedade PBAT
Temperatura de fusdo (° C) 100 - 120
Temperatura de transicéo vitrea (° C) -30
Temperatura inicial de decomposicéo (° C) 280
Resisténcia méxima a tragdo (N/mm?) 35-44
Alongamento (%) 560 - 710
Taxa de permebilidade ao vapor de agua (g.m™2.d) 170
Densidade (g/cm®) 1.2-15
Solubilidade em agua insolavel

Fonte: BASF, 2003.

As especificacdes do uso de sistemas de embalagens do tipo Ecoflex® sdo ideais
para frutos e hortaligas “in natura”, ou minimamente processadas, ja que a porosidade e
a permeabilidade ao vapor de dgua permitem que estes produtos continuem respirando
mesmo depois de embalados (YAMASHITA et al., 2006). Yamashita et al. (2006)
testaram, com alimentos, embalagens a base de amido do mandioca, em diferentes
proporcdes, e Ecoflex®. As embalagens foram testadas para acondicionamento de
acerolas. Os filmes foram tratados com propionato de célcio [Ca(CH3CH,COOH),]
como agente antimicrobiano e com permanganato de potassio (KMnO,) como
absorvedor de etileno. As acerolas foram conservadas por aproximadamente 10 dias,
apresentando-se impréprias para consumo no 12° dia devido ao amadurecimento natural
dos frutos. Ndo houve alteracGes sensoriais dos frutos e as embalagens com maior

aceitacdo foram as mais transparentes.

Na agricultura, a utilizacdo de plasticos (plasticultura) se estende por um amplo
espectro de aplicagdes que vao desde o uso para producdo vegetal, através da
propagacao de mudas, até processos como o de irrigagcdo por gotejamento, formagao de
tuneis no solo, montagem de estufas e sacos para silagem. O uso de plasticos no solo é
comum pelas vantagens oferecidas, como (i) controle ou aumento da temperatura do
solo; (ii) manutencdo da umidade e estrutura do solo superficial; (iii) reducdo do tempo
de germinacéo; (iv) diminuicdo do ataque de ervas daninhas e doencas; (V) otimizagdo

do uso de agua e fertilizantes e, principalmente (vi) aumento do rendimento da producéo
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e qualidade do produto. No entanto, apos a colheita, a maioria dos “bagagos” de
plasticos remanescentes no solo ndo é reutilizdvel. Assim, os filmes biodegradaveis
parecem ser uma solucdo promissora para o problema, j& que para o produtor eliminam
0s gastos com remocao ¢ eliminacao dos “bagagos” e para os municipios diminuem a

quantidade de residuos que vao para os aterros (KIJCHAVENGKUL et al., 2008).

No solo, os mecanismos de degradacdo biolégica podem se dar por dois
processos: (1) fotodegradacdo e (2) biodegradacdo. Na fotodegradacdo, a exposicdo a
radiacdo solar torna os residuos de plastico no solo mais frageis, o que leva a
desintegracdo em pequenos flocos. Ja a biodegradacdo, é o processo mais atuante que
ocorre naturalmente pela acdo de bactérias, fungos e algas do solo (KIJCHAVENGKUL
et al., 2008).

Como PBAT ja é amplamente utilizado como plastico biodegradavel na
agricultura e ja foi testado em embalagens para alimentos, é importante identificar os
microrganismos que podem degrada-lo. Kasuya et al. (2009) testou a acdo de
microrganismos do solo de trés diferentes regides do Japdo na degradacdo de PBAT.
Tiras estéreis do filme foram colocadas em meio liquido LB e adicionadas amostras de
microrganismos do solo. A cultura foi avaliada por 150 dias, com intervalo de 5 em 5
dias. Os produtos da degradacdo de PBAT foram avaliados no sobrenadante das culturas
por cromatografia liquida seguida de espectrometria de massa por ionizacdo eletrospray
(LC/ESI-MS). Os resultados mostraram que apds 124 dias 95% do conteudo de PBAT
havia sido mineralizado em didxido de carbono. Vale lembrar que, na natureza, o tempo
de degradagdo dos plasticos comuns € no minimo de 100 anos, ou seja, 36.525 dias
(RUTIAGA et al., 2005).

Outra classe de compostos que tém atraido grande atencdo das industrias de
embalagens sdo os polimeros naturais. Estes constituem materiais muito importantes,
ndo somente pelo fato de estarem prontamente disponiveis na natureza e serem
renovaveis, mas também devido a uma propriedade Unica, que € a capacidade de
formacdo de géis. Entre os polimeros naturais, os polissacarideos desempenham um
papel muito importante, devido a capacidade de interagdo com outros compostos
dispersos ou dissolvidos (formam uma rede de ‘“baixa entalpia/baixa-entropia”),
permitindo-lhes assim realizar func¢Ges bioldgicas vitais em associacdo com hormaonios,

lipidios, proteinas e outras moléculas. Como consequéncia, muitas aplicacdes sao
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previstas para as gomas, nas areas médica, farmacéutica e da industria quimica e de
alimentos (PAULA, GOMES e DE PAULA, 2002; SILVA et al., 2010).

A goma de cajueiro (PEJU) é um exsudato da &rvore Anacardium occidentale L.,
produtora do pseudofruto caju (resultado do crescimento do pedunculo floral), cujas
castanhas (fruto verdadeiro) sdo muito utilizadas na industria de alimentos. A cultura do
caju é muito importante economicamente em varias regides do mundo, como no Brasil,
india, Mogambique, Tanzénia e Quénia. A média de producdo de goma anualmente
pode chegar a 120 Kg/planta, o que faz da goma de cajueiro um objeto de estudos em
potencial. No entanto, a goma até ha pouco tempo quase nao tinha aplicacbes no ramo
industrial. Isso tem mudado com os recentes estudos realizados, principalmente no
Brasil, onde o cajueiro é arvore abundante, principalmente nos estados nordestinos
(SILVA et al., 2006).

Devido a propriedades que permitem a formacdo de filmes, a goma de cajueiro
tem sido utilizada na industria farmacéutica e de embalagens. Na indUstria farmacéutica,
0 uso da goma de cajueiro € bem vista pelas suas propriedades anti-tumoral,
antiparasitaria e efeito cicatrizante. Além disso, o acesso € facil, barato, e o polimero €
biocompativel e biodegradavel. Sendo assim, oferece muitas vantagens, principalmente
para os estudos de sistemas de entrega, “drug delivery” (MONTEIRO et al., 2007). J&
na inddstria de embalagens, o uso de polissacrideos na formacéo dos filmes tem como
vantagem o fato de se formarem revestimentos incolor, com brilho aparente e baixo teor
caldrico, quando utilizados como revestimentos comestiveis. Dependendo do tratamento
oferecido, podem evitar perdas, aumentando a vida util do alimento, diminuindo a
desidratacéo, evitando a rancidez oxidativa e o escurecimento superficial (CARNEIRO-
DA-CUNHA et al., 2009).

A composicdo de PEJU é de um heterocomplexo de célcio, magneésio, potéssio,
sais de sodio e heteropolissacarideos, com uma massa molecular média Mw =~ 1.5 x
10*, e indice de polidispersibilidade ~ 1.49, determinado por técnicas de cromatografia
(BOTELHO, PARENTE e MOTHE, 1997 apud MOTHE e RAO, 1999). A goma tem
uma estrutura altamente ramificada, constituida de cadeias  (1—3), de unidades de B-
D-galactopiranosil, interpostas por ligagdes B (1—6). A hidrolise da goma de cajueiro
resulta em 72-61% de galactose, 4,6-14% de arabinose, 14-8% de glicose, 3,2-7% de
ramnose, 1% de manose e 4,7-5% de &cido glucurdnico. Adicionalmente, a rede

formada durante o processo de polimerizacdo pode reter algumas proteinas (SILVA et
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al., 2010). Uma propriedade particular e interessante deste material é a sua solubilidade
em agua, com baixa viscosidade e sua precipitacdo por solventes organicos polares,
como o etanol (CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2009).

Devido a versatilidade das reacbes quimicas possiveis de ocorrerem nos
polissacarideos, alguns estudos ja apontam para a utilizacdo destes como suportes para
imobilizacdo de enzimas. Além disso, a biodegradabilidade e biocompatibilidade dos
polissacarideos naturais sdo caracteristicas importantes para diversas aplicacGes
industriais (SILVA et al., 2010).

Como uma das restri¢es para a imobilizacdo de enzimas em suportes insollveis €
a formacdo de duas fases, em que a enzima fica ligada na parte solida, a solubilidade da
goma de cajueiro em &gua, faz desse material um suporte muito atrativo para a
imobilizacdo de enzimas. Este é um sistema em que a recuperacdo da enzima
imobilizada, ap6s uma reacdo, pode ser feita por precipitacdo simples, com solventes
organicos (SILVA et al., 2010).

Carneiro-da-Cunha et al. (2009) avaliaram as propriedades fisicas de filmes e
revestimentos comestiveis produzidos a base de PEJU. Os filmes foram produzidos com
agua, PEJU (1.5% e 3.0% p/v), sorbitol 0.4% (p/p) e Tween 80 (0.0% e 0.1% p/v). Os
filmes foram avaliados quanto a espessura, tensdao superficial critica, molhabilidade,
permeabilidade ao vapor de agua, transparéncia e resisténcia a tensdo e alongamento. Os
resultados mostraram a presenca de Tween 80 melhorou as propriedades do filme em
todos os quesitos avaliados e que esse tipo de revestimento pode ser promissor para a

industria de alimentos.

Uma das propostas para a utilizacdo de embalagens com antimicrobianos
incorporados baseia-se no fato de que, na maioria dos alimentos solidos e semi-sélidos,
0 crescimento microbiano é superficial, dai a necessidade de um intenso contato entre a
embalagem e o agente antimicrobiano. Varios compostos naturais e sintéticos tém tido
seu potencial antimicrobiano analisado dentro deste conceito, a exemplo de ions
metalicos, acidos organicos, bacteriocinas e fungicidas, como os benzoatos e sorbatos.
Polimeros com atividade antimicrobiana natural, como as quitosanas e as poliamidas,
também estdo sendo estudados (ALVAREZ, 2000; ASSIS e PESSOA, 2004) (Tabela
2).
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Tabela 2. Exemplos de agentes antimicrobianos potenciais para sistemas de embalagens

de alimentos.

Classificacao

Agente antimicrobiano

Acidos organicos

Sais acidos
Acidos anidros

Acidos parabenzoéicos

Alcool

Bacteriocinas

Acidos graxos
Esteres de acidos graxos
Agentes quelantes
Enzimas

Metais

Antioxidantes
Antibidticos
Fungicidas

Gases

Agentes sanitizadores
Polissacarideos
Compostos fendlicos

Extratos de plantas

Probiéticos

Acido acético, 4cido benzoico, acido lactico,

acido citrico, acido malico, acido
propidnico, mistura de &cidos organicos

Sorbato de potassio, benzoato de sodio
Anidro sorbico, anidro benzoico

Propil parabeno, metil parabeno, etil
parabeno

Etanol

Nisina, pediocina, lactina

Acido laurico, 4cido palmitoléico
Glicerol mono-laurato

EDTA, citrato, lactoferrina

Lisozima, lactoperoxidase, glicose oxidase
Prata, cobre, zinco

BHA, BHT, TBHQ, sais de ferro
Natamicina

Benomil, imazalil, diéxido sulfirico
Oz6nio, monoxido e didxido de carbono
Triclosan, NaCl acidificado

Quitosana

Catequina, hidroquinonas

Oleo de uva, de alecrim, de orégano, de
manjericdo, dentre outros

Acido lactico bacteriano

Fonte: HAN, 2005.
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H& duas categorias basicas de filmes antimicrobianos. Uma envolve a
incorporacdo direta do agente antimicrobiano no filme, e no segundo tipo o filme é
envolvido por um material que atua como carreador do antimicrobiano. Em ambos os
casos, 0 contato direto entre a embalagem e o alimento é necessario para a eficiéncia do
sistema. E importante que os filmes e revestimentos sejam formulados de modo a
permitir a liberacdo controlada dos aditivos nos alimentos e a taxa de liberagdo é um
fator dependente de caracteristicas como o tipo de interacdo entre o agente
antimicrobiano, o material de revestimento, o alvo (bactérias e fungos) e o proprio
alimento a ser acondicionado (COOKSEY, 2001).

Um agente antimicrobiano ideal deve ser efetivo em um largo espectro e em
baixas concentragdes, ndo causar alteracdes nas caracteristicas sensoriais do produto, ter
um custo compativel e atender a legislacdo vigente. Os maiores desafios da tecnologia
tém sido a estabilidade térmica, a eficacia em baixas temperaturas, o atendimento as
exigéncias legais e o grau de alteracdo de propriedades fisicas, mecénicas e de
maquinabilidade dos filmes (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004).

Os agentes antimicrobianos naturais incluem extratos de plantas, enzimas e
bacteriocinas. No caso das enzimas, a especificidade deve ser analisada com cuidado,
uma vez que a atividade antimicrobiana é muito sensivel aos ambientes e substratos. Por
exemplo, a atividade da lisozima pode ser significativamente afetada pela temperatura e
pH. Na maioria dos casos, a lisozima nao é eficaz contra bactérias gram-negativas. Isto
se deve a parede celular de estrutura complexa das bactérias gram-negativas e da

especificidade de lisozima para peptidioglicanas (JOEGER, 2007).

A forma de produc&o dos filmes antimicrobianos é ditada pelo seu uso, se for para
ser ingerido juntamente com o alimento (coberturas comestiveis) ou se for para ser
removido antes do consumo. Os tipos de filmes mais comumente produzidos e ja em
uso para embalagens alimenticias séo os de polietileno (PE), etileno vinil &lcool (EVA),
alcool polivinilico (PVA) e nylon. Ja a ligacdo dos agentes antimicrobianos as
superficies poliméricas tem sido realizada de diferentes formas, que vao desde as mais
simples, como a imersdo do polimero em solugdes antimicrobianas, até técnicas mais
sofisticadas em que as substdncias antimicrobianas sdo ligadas covalentemente a
superficie do polimero. Neste caso, 0 agente ligante mais frequentemente utilizado é o
glutaraldeido (JOEGER, 2007). A Figura 8 ilustra as formas possiveis de sistemas de

embalagem antimicrobiana.

33



i

[Alimentol

Alimento

— e

D E F

Figura 8. Possiveis formas de construcdo de sistemas de embalagens
antimicrobianas para alimentos. (A) incorporagdo de materiais
antimicrobianos na embalagem; (B) revestimento de embalagens
convencionais com agentes antimicrobianos; (C) imobilizacdo de agentes
antimicrobianos em embalagens poliméricas; (D) uso de bandejas com
antimicrobianos; (E) uso de saches/volateis contendo agentes
antimicrobianos;  (F)  revestimento  comestivel  antimicrobiano
(modificado de HAN, 2005).

1.5 Sistemas de imobilizacdo de enzimas em embalagens

A imobilizagdo de enzimas tem sido utilizada com sucesso em embalagens.
Alguns exemplos de imobilizagdo de agentes antimicrobianos por ligacdo i6nica e
covalente foram publicados desde a década de 80. Varias técnicas podem ser utilizadas
para a producdo de filmes para a imobilizagcéo de enzimas. Rudra, Dave e Haynie (2006)
utilizando a técnica de montagem camada por camada [Layer-by-layer (LbL) assembly]
obtiveram um filme antimicrobiano constituido por camadas negativamente carregadas
de acido poli (L-glutdmico) e camadas positivamente carregadas com lisozima. Os
filmes foram capazes de inibir o crescimento de Micrococcus luteus. Em outro estudo,
Caseli et al. (2007) imobilizaram com sucesso glicose oxidase em filmes de quitosana.
A atividade da enzima imobilizada foi praticamente a mesma da enzima livre,

confirmando a adequacao da producéo do filme e da imobilizagéo.
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Os sistemas de embalagens que utilizam antimicrobianos devem ser “desenhados”
utilizando materiais capazes de gerar uma atmosfera antimicrobiana, onde os alimentos
estariam livres da acdo de microrganismos. Uma das formas de se garantir a eficacia
desse sistema é a utilizacdo dos métodos de imobilizacdo. A imobilizacdo por ligacado
covalente, por exemplo, liga 0s agentes antimicrobianos no material da embalagem e

impede a migracgéo desses agentes para o alimento (HAN, 2005).

A ligacdo idnica de antimicrobianos em polimeros permite a liberacdo lenta no
contato com o alimento. No entanto, a difusdo no produto € uma preocupacdo menor
qguando antimicrobianos sdo covalentemente ligados ao polimero. A imobilizacdo por
ligagdo covalente exige a presenca de grupos funcionais compativeis entre o polimero e
a substancia a ser imobilizada, ou a imobilizacdo pode exigir o uso de espagadores, que
ligam o agente bioativo a superficie do polimero. Esse espacador permite liberdade de
movimentacdo da parte ativa do agente antimicrobiano, que pode entrar em contato com
0 microrganismo e evitar contato com a superficie do alimento. Esses espacadores
podem incluem dextranas, polietileno glicol (PEG), glutaraldeido, dentre outros
(APPENDINI e HOTCHKISS, 2002).

Para o desenvolvimento futuro dessa tecnologia para embalagens bioativas ha
ainda um amplo espectro de estudos a serem realizados, tais como avaliagdes
combinando o revestimento das superficies com material incorporado, desenvolvimento
de superficies funcionalizadas para ligacdo covalente, encapsulamento de
antimicrobianos, e outros. Tais estudos demandam a participacdo de instituicGes de
pesquisa e industrias, e constituem a chave do sucesso para o desenvolvimento das
embalagens antimicrobianas para produtos alimentares (APPENDINI e HOTCHKISS,
2002).
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2 JUSTIFICATIVA

O nivel de desenvolvimento biotecnoldgico e agroindustrial do Brasil requer o
desenvolvimento de processos que garantam a conservacdo de alimentos para
abastecimento interno e para ampliacdo das exportacdes. Logo, o uso de enzimas para
minimizar as perdas por ataque de microrganismos aos alimentos durante o
armazenamento e transporte, atende ndo somente a essa expectativa, mas também é
compativel com a preocupacdo mundial com questdes ambientais, tendo em vista que
minimiza impacto, no que diz respeito a degradacdo de polimeros, bem como na
reducdo aos danos causados pelo uso de agentes de controle artificiais, como

agrotoxicos.

O Laboratério de Quimica de Proteinas (LQP) retne pesquisadores com ampla
experiéncia na area de producao e imobilizacdo de enzimas, desenvolvendo trabalhos
relacionados com a prospecc¢édo de enzimas de solo e vegetacdo do Cerrado para uso em
biosensores e processos de bioremediacao, bem como a utilizacdo de enzimas na area de
alimentos e no desenvolvimento de filmes e compositos. Além disso, os trabalhos
realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Enzimologia da UFG abrangem a
pesquisa, isolamento e identificacdo de microrganismos e aspectos relacionados a
bioguimica, genética e biologia molecular da producdo enzimética de fungos,
especialmente do género Trichoderma. Assim, a experiéncia somada dos dois grupos de

pesquisa tornou possivel a realizacdo deste trabalho.

Neste estudo foi testada a acdo das enzimas hidroliticas produzidas por
Trichoderma asperellum, imobilizadas em filmes biodegradaveis, como agente inibidor
do crescimento de microrganismos. A atividade inibitoria foi testada sobre Aspergillus
niger, Penicillium sp. e Sclerotinia sclerotiorum, microrganismos geralmente

relacionados com o ataque de alimentos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Visando contribuir para os estudos de Trichoderma asperellum como agente de
controle biologico, prop6s-se avaliar a atuacdo de enzimas hidroliti2cas produzidas por
este fungo, imobilizadas em filmes biodegradaveis, na inibicdo do crescimento de

microrganismos.

3.2 Especificos
e Producdo de enzimas hidroliticas por Trichoderma asperellum (T00);
e Identificacdo das enzimas produzidas;
e Utilizacdo de embalagens Amido-Ecoflex® na imobilizagio;

e Producdo de um filme biodegradavel a partir de goma de cajueiro (PEJU) e

utilizagdo na imobilizagao;
e Imobilizacdo das enzimas do extrato enzimatico nos filmes biodegradaveis;

e Avaliacdo de inibicdo de crescimento de Aspergillus niger, Penicillium sp. e
Sclerotinia sclerotiorum nos filmes biodegradaveis contendo enzimas

imobilizadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Produgcéo do filme PVA-PEJU

Os filmes biodegradaveis produzidos a base de goma de cajueiro (PEJU) foram
obtidos pela mistura de 20 mL do gel de PVA 3% (p/v), 30 g de PEJU e 2 mL de
metaperiodato de sédio 0,1 mol L™ (v/v), 2 mL de H,SO, 0,1 mol L™ (v/v) como
catalisador, e 76 mL de agua destilada, como solvente.

A mistura foi agitada em agitador magnético (Fisatom; Brasil) pelo tempo
necessario para dissolucdo de todo material solido. Para polimerizacdo, foram colocados
em placas de Petri 10 mL da solugdo, por 48 h, até a secagem. Apds esse periodo o
filme foi removido da placa e armazenado para uso nos experimentos de caracterizacéo
e imobilizacdo. Os filmes foram armazenados a temperatura de aproximadamente 26° C,

em de placas de Petri tampadas e vedadas com “Parafilm” (American National Can).

Para a producdo do gel de alcool polivinilico (PVA) 3% (p/v), foram aquecidos
100 mL de agua a 75° C. Logo em seguida foram adicionados 3 g de PVA. A solugéo

ficou sob agitacdo até a homogeneizacao e foi utilizada para producéao dos filmes.

4.2 Analise das propriedades fisicas e mecanicas do filme PVA-PEJU

Os experimentos de caracterizacdo do filme PVA-PEJU foram realizados no
Laboratorio de Tecnologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e no

Laboratério de Quimica de Proteinas da UFG.

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrémetro manual
(Mitutoyo Sul Americana; Brasil). A espessura final foi fixada como sendo a média

aritmética de 10 medidas aleat6rias sobre a area do filme.

Para a determinacdo da solubilidade do filme em agua, seguiu-se a metodologia
proposta por Gontard, Guilbert e Cuq (1992) e utilizada por Yamashita et al. (2005).
Primeiramente, determinou-se a porcentagem inicial de materia seca dos filmes em
estufa a 105° C por 24 h. Em seguida, foram cortados dois discos de cada filme seco,
com 2 cm de didmetro, que foram pesados, imersos em 50 mL de agua destilada e
mantidos sob agitacdo constante por 24 h. Apds este periodo, cada solugéo foi filtrada e

o material retido foi seco em estufa a 105° C por 24 h e pesado (Balanca Kern 410;
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Brasil), determinando-se a quantidade de matéria seca ndo solubilizada. A solubilidade
do filme foi expressa em porcentagem de massa solubilizada em relagdo a massa inicial.

As anélises foram realizadas em triplicata.

Para os testes de tracdo seguiu-se a norma ASTM D638M-93 (1995). Os corpos
de prova foram cortados nas dimensdes de 40 mm de comprimento e 20 mm de largura
e ajustados as garras pneumaticas do equipamento. Foram realizadas 5 analises para
cada amostra. A distancia inicial entre as garras foi de 25 mm e a velocidade de tragéo
de 500 mm min™. As propriedades de tracdo determinadas foram: resisténcia maxima &

tracdo na ruptura (MPa), alongamento na ruptura (%) e mddulo elastico (MPa).

A resisténcia a tragdo na ruptura correspondeu a resisténcia maxima oferecida
pelo corpo de prova no ponto de ruptura e foi obtido pela reacéo entre a forca obtida no

ponto de ruptura e a area do contato do filme.

O alongamento correspondeu a relagédo entre o comprimento do corpo de prova no
ponto de ruptura e seu comprimento inicial, quando este foi submetido a tracdo. O
modulo elastico (mdédulo Young) foi determinado pela relacdo entre a forca e o

alongamento da amostra.

4.3 Andlise da biodegradabilidade do filme PVA-PEJU

Amostras do filme foram cortadas (30 x 100 mm), acondicionadas a temperatura
ambiente (= 26° C) por 1 h e pesadas em balanca analitica (Kern 410; Brasil).
Posteriormente, as amostras foram enterradas em solo proveniente da regido da
Universidade Federal de Goias, misturado a terra organica comercial (Terra Forte -
Osasco), na propor¢do 50:50, em bandeja plastica. A cada 15 dias, as amostras eram
retiradas do solo, lavadas com &gua corrente e esponja macia para retirada dos residuos,
secas a temperatura ambiente e entdo pesadas. Para avaliacdo da perda de massa, 0
resultado obtido da massa da amostra foi comparado com a massa da amostra inicial

(Equacéo 1). As analises foram realizadas em triplicata.
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YoMe= x 100

Equacdo 1. Célculo da biodegradabilidade do filme PVA-PEJU. Onde M,
corresponde a massa biodegradada, M a massa final e M; a massa inicial.

4.4 Filme Amido-Ecoflex®

Os filmes Amido-Ecoflex® foram produzidos previamente pela equipe do
Professor F&bio Yamashita, na Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os filmes
utilizados foram produzidos pela mistura de fécula de mandioca e poli-butileno adipato
co-tereftalato (PBAT) (Ecoflex®, BASF Chemical Company) por extrusio, na
proporc¢éo 60:40.

Quanto as propriedades fisicas, mecéanicas e biodegradabilidade destes filmes,
estas foram apresentadas inicialmente em trabalho realizado por Yamashita et al. (2005)
e posteriormente, por Scapim (2009) Os resultados obtidos pelas analises estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Espessura, solubilidade, propriedades mecanicas e biodegradablidade dos
filmes Amido-Ecoflex®.

Espessura  Solubilidade Tracéo Alongamento Biodegradabilidade
(um) (%) (MPa) (%) (150 dias)
~110+4,0 82+6,0 13,85+ 10,0 620 + 80,0 70%

4.5 Microrganismos e condic6es de cultura

Os microrganismos utilizados foram Trichoderma asperellum (T00), para
produzir as enzimas e Aspergillus niger, Penicillium sp. e Sclerotinia sclerotiorum, por

serem agentes contaminantes de alimentos em embalagens ou no solo.

T. asperellum (TOO) foi obtido da colecdo do Laboratério de Enzimologia da
Universidade Federal de Goias (UFG) e mantido durante todo o periodo da realizagdo
dos experimentos em meio sélido BDA [glicose 2,0% (p/v); agar 1,5% (p/v); caldo de
batata 20% (v/v)] e em meio liquido TLE [peptona 0,1% (p/v); uréia 0,03% (p/v);
KH,PO,40,2% (p/v); (NH4)2S040,14 % (p/v); MgSO,4+7H,0 0,03 % (p/v); CaCl,*2H,0
0,02 % (p/v); glicose 0,5% (p/v); solucdo de elementos tragcos 0,01 % (v/v)]. Para
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manutencdo em meio liquido, os esporos de T. asperellum (1,0 x 10’ esporos mL™)
retirados do meio BDA com o uso de solucdo salina 0,9% (p/v) e contados em camara
de Neubauer, foram inoculados em 250 mL de meio TLE, em Erlenmeyers de 1000 mL
e mantidos em shaker rotatorio a 180 rpm, a 28° C, por 72 h. T. asperellum foi mantido
em placas de Petri, em meio BDA, a temperatura ambiente (= 26° C), com repiques

ocorrendo em intervalos de 12 dias.

As culturas de Penicillium sp. foram gentilmente doadas pelo Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A. niger e S.
sclerotiorum foram obtidos de culturas da colecdo do Laboratorio de Enzimologia da
UFG. Estes trés microrganismos foram mantidos durante todo o periodo dos
experimentos em meio solido BDA, em placas de Petri, a temperatura ambiente (= 26°

C), com repiques ocorrendo em intervalos de 12 dias.

4.6 Producéo de enzimas por Trichoderma asperellum

Os micélios de T. asperellum, retirados do meio BDA com solugdo salina 0,9%
(p/v) foram separados, e 0s esporos contados em camara de Neubauer. Apés a
contagem, foram transferidos para Erlenmeyers de 1000 mL, 2,5 mL da solugdo de
esporos, contendo 250 mL de meio TLE modificado TLE [peptona 0,1% (p/v); uréia
0,03% (p/v); KH2PO40,2% (p/v); (NH4)2SO4 0,14 % (p/v); MgSO,4+7H,0 0,03 % (p/v);
CaCl,*2H,0 0,02 % (p/v); glicose 0,1% (p/v); quitina bruta 0,5% (p/v); solucdo de
elementos tracos 0,01 % (v/v)]. O meio de cultura foi incubado em shaker rotatério
(Weiss-Gallenkamp; Reino Unido) a 180 rpm e 28° C, por 5 dias. Ap6s o periodo de
crescimento, o contetdo liquido do meio foi submetido a filtracdo, em filtro Whatman
n° 1. O filtrado da cultura contendo as enzimas foi concentrado por liofilizagdo
(Liofilizador Enterprise | - TERRONI; Brasil) sob as seguintes condi¢fes: pressédo da
bomba de vacuo variando entre 250 e 300 pHg, temperatura entre -44 a -40° C e tempo
aproximado de 8 h para cada tubo Falcon. Os tubos com o filtrado enzimatico
liofilizado foram estocados em freezer, a -20° C, para utilizacdo nos experimentos de
imobilizacéo, e o contetdo obtido foi denominado T-CWDE (“Trichoderma cell wall-

degrading enzymes”).

Antes da realizagdo dos experimentos de imobilizacdo a atividade de quitinase do

extrato enzimatico foi dosada, a fim de garantir que a estocagem e as condicdes de
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manuseio ndo interferiram na atividade enzimatica. O tempo maximo de estocagem foi

de 3 meses.

4.7 Cinética de producéo e determinacdo da atividade enzimatica

Para avaliar a cinética de producdo enzimatica de T. asperellum em meio TLE
modificado, as culturas foram mantidas durante 10 dias em shaker rotatorio (Weiss-
Gallenkamp; Reino Unido), a 180 rpm e 28° C. A cada dia, aliquotas de 1,0 mL foram
retiradas da cultura e as atividades enzimaticas dosadas, a fim de se obter uma curva

com a cinética de producdo de cada enzima.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford
(1976), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA; Sigma) como padrdo. Para cada
ensaio, foram utilizados 100 pL da amostra para 5,0 mL do reativo de Bradford, com
um tempo de incubacdo de 10 min. Finalizado o tempo de reacao a leitura foi realizada
em espectrofotdmetro (SP 2000 UV - BEL Photonics; Italia) no comprimento de onda
de 595 nm.

A atividade de N-acetilglicosaminidase foi analisada pelo monitoramento da taxa
de formacdo de p-nitrofenol, pela reacdo da enzima com p-nitrofenol-N-
acetilglicosamina 5 mmol L™ (PNP-NAG; Sigma) (YABUKI et al., 1986). Amostras de
50 pL do extrato enzimatico foram adicionadas a 100 uL de PNP-NAG e 350 pL de
tamp&o acetato de sédio 50 mmol L™, pH 5,0 e incubados a 37° C, por 15 min. A reagéo
foi paralisada com a adicdo de 1,0 mL de carbonato de sédio 0,5 mol L™ A
concentracdo de PNP liberada foi determinada por leitura em espectrofotdmetro, a 450
nm. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1
umol de PNP min™, a 37° C.

A atividade de B-1,3-glicanase foi analisada como descrito por Noronha e Ulhoa
(2000) em reacdo contendo laminarina (Sigma) como substrato. Amostras de 50 pL do
extrato enzimatico foram incubadas com 100 puL de laminarina 0,25% (p/v), preparada
em tamp&o acetato de sédio 50 mmol L, pH 5,0 e incubadas a 40° C por 60 min. Em
seguida, adicionou-se 1,0 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) e ferveu-se por 5
min. A concentracdo de acUcar redutor foi determinada espectrofotometricamente a 550

nm, de acordo com Bara, Lima e Ulhoa (2003). Uma unidade de B-1,3-glicanase (U) foi
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definida como a quantidade de enzima que produz 1 pmol de aclcar redutor min, sob

as condicdes descritas acima.

A atividade de quitinase, livre e imobilizada, foi determinada utilizando-se quitina
coloidal como substrato, preparada segundo metodologia de Berger e Reynolds (1958),
com modificacdes (MOLANO, DURAM e CABIB, 1997). Em banho de gelo, 10 g de
quitina bruta (Sigma) foram suspendidas em 250 mL de HCI e a mistura deixada sob
agitacdo por 4 h. O coloide foi filtrado em I& de vidro e lavado com 250 mL de etanol
gelado e precipitado em geladeira a 4° C, overnigth. O precipitado foi separado por
centrifugacdo (Centrifuga Quimis - AAKER; Brasil) a 5000 rpm por 10 min, e entdo
lavado com &agua destilada para remogdo do excesso de acido. O coldide obtido foi
liofilizado sob as seguintes condicBes: pressdo da bomba de vacuo variando entre 250 e
300 uHg , temperatura entre -44 a -40° C e tempo aproximado de 8 h. Logo em seguida,
o0s tubos foram estocados em freezer a -20° C. A resuspensdo do coloide para uso nas
reacOes, foi feita com o uso de 0,75 g de quitina coloidal em 150 mL de tampdo acetato
de sédio 50 mmol L, pH 5,0.

A atividade de quitinase foi analisada pela incubacdo com DMAB (p-
dimetilaminobenzaldeido). Para a reacdo, 500 pL da solucdo de quitina coloidal, foram
incubados com 500 pL do extrato de enzimas e incubados por 12 h, a 37° C. A mistura
foi centrifugada (Centrifuga 5417R - Eppendorf; Brasil) a 4000 rpm, por 5 min, sendo
retirados 250 pL da amostra e acrescentados 50 pL de tetraborato de potassio 0,3 mol
L. Depois de fervido por 3 min, foram acrescentados 1,5 mL de DMAB e a amostra
incubada a 37° C, por 10 min. A leitura foi realizada a 587 nm. Uma unidade de enzima
(U) foi definida como a quantidade necessaria para produzir 1 umol de aglcar redutor
em1h,a37°C.

A atividade de protease foi determinada pela incubagéo de 100 pL do extrato
enzimatico com 900 pL de tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 7,0 e 1,0 mL de
solucéo de caseina 1% (p/v) preparada em tampéo fosfato de sdédio, a 37° C, por 20 min.
A reacdo foi finalizada pela adi¢ao de 3,0 mL de solucdo de acido tricloroacético (TCA)
5% (p/v). Depois de centrifugacdo a 5000 rpm, o sobrenadante foi analisado em
espectrofotdbmetro, a 280 nm (ARNON, 1970). Uma unidade de enzima foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir uma elevacdo de 0,1 na

densidade optica (DO), apds 10 min.
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A atividade amilolitica foi determinada por dois métodos diferentes. O primeiro
denominado de atividade dextrinizante, baseia-se na variagdo da intensidade da cor do
complexo iodo-amido (FUWA, 1954) e foi realizado tendo como substrato da reacéo o
amido do filme Amido-Ecoflex®. Para esse ensaio, tiras do filme (4,0 X 0,5 cm; ~150
pum de espessura) foram colocadas em tubos de ensaio com 100 mL de agua destilada e
100 ul de amilase comercial (Sigma). Os filmes foram avaliados por 5 dias. A cada dia,
as tiras retiradas da solucdo eram secas sob luz e ventilagdo natural, coradas com o
reativo de Fuwa e entdo analisadas e fotografadas em microscopio Optico. As
microscopias foram realizadas no Laboratério Replicon da Pontificia Universidade
Catdlica de Goias (PUC - GO).

O segundo método, denominado de método sacarificante, baseia-se na producéo
de acucares redutores (MILLER, 1959). Para dosagem da atividade amilolitica
sacarificante, 80 ul de tampdo acetato de sodio 50 mmol L™, pH 5,5, foram adicionados
20 pl de amostra enzimatica e 100 pl de solugdo de amido (0,5%). A mistura foi
incubada a 50° C por aproximadamente 12 h. Apos este tempo, 100 uL. da mistura de
reacdo foram coletadas e adicionadas em tubo de ensaio contendo 1,0 mL do reagente
acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS). A mistura foi fervida por 5 min em banho-maria a
96° C e a absorbancia determinada a 550 nm. A quantidade de &cUcares redutores
formados é calculada de acordo com uma curva padrdo de glicose (MILLER, 1959).
Uma unidade (U) de atividade sacarificante foi definida como a quantidade de enzima

que libera 0,1 mg de acucar redutor por minuto de reacéo.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.8 Acdo das enzimas hidroliticas de Trichoderma asperellum sobre o
crescimento dos microrganismos em meio liquido

Para verificar a atividade inibitoria de T-CWDE sobre o crescimento dos
microrganismos, A. niger, Penicillium sp. e S. sclerotiorum cresceram em meio liquido
suplementado com duas diferentes concentra¢fes de enzima: 0,1% e 0,5% (p/v). Foram
colocados 20 pL de solucéo de esporos (1 x 10 esporos) de A. niger e Penicillium sp.
em tubos de ensaio com 2,0 mL de meio liquido Sabouraud [glicose 4,0 % (p/v);
peptona 1,0 % (p/v); CuSO4 1,0 % (p/v)]Jcomplementado com 0,002¢/0,01g de T-
CWDE e agitados em shaker rotatorio, a 180 rpm, a 28° C, por 24 h. Para S.
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sclerotiorum, “plugs” com DO 0,15 (leitura a 600 nm) foram colocados em meio
liqguido BA [glicose 2,0 % (p/v); caldo de batata 20 % (p/v)], complementado com
0,0029/0,005g de T-CWDE e colocados em shaker rotatorio, sob as mesmas condi¢oes

descritas.

As amostras foram coletadas de 2 em 2 h, durante as primeiras 12 h, com a ultima
amostra coletada ap6s 24 h. A curva de crescimento foi obtida pela medida do peso seco
das amostras. No controle, as culturas de microrganismos cresceram nos respectivos

meios liquidos, sem adicéo de enzimas.

Para determinacdo do peso seco, os tubos de ensaio contendo meio de cultura
foram autocalavados, secos em estufa a 170° C e pesados (Balanga Bioprecisa JH 2102;

Brasil), sendo descontado o peso médio dos tubos de ensaio.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.9 Condicdes de imobilizagdo nos filmes Amido-Ecoflex® e PVA-PEJU

Os experimentos de imobilizagdo foram conduzidos por dois procedimentos:
imobilizacdo por adsorcdo e imobilizacdo por ligacdo covalente, para os dois filmes, sob
as mesmas condices. Por adsorcao, tiras do filme Amido-Ecoflex® (4,0 X 0,5 cm; ~150
pm de espessura) e PVA-PEJU (4,0 X 0,5 cm; =100 um de espessura) foram imersas
em uma solucdo de T-CWDE 0,1% (p/v), preparada em tampdo acetato de sddio 50
mmol L™ pH 5,0, por 30 min, a temperatura ambiente (= 26° C). Na imobilizagdo por
ligacdo covalente, as tiras dos filmes foram tratadas previamente pela imersdo em
solucdo de metaperiodato de sédio 0,1 mol L™, por 30 min, e em seguida, lavadas com
agua destilada e colocadas na solugdo de enzima 0,1%, por 30 min, a temperatura
ambiente. Os controles foram realizados com tiras dos filmes que né&o receberam
nenhum tratamento e fitas tratadas por imersdo em solucdo de metaperiodato de sodio
0,1 mol L™ por 30 min, lavadas e em seguida, colocadas em solucéo de glicina 0,1 mol
L™,

Para verificar a atividade das enzimas imobilizadas nos filmes, tiras de 0,25 cm?
submetidas as condic¢Bes de imobilizagdo descritas acima, foram analisadas com relagéo

a quantidade de proteinas totais e atividade de quitinase, de acordo com o item 4.7.

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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4.10 Determinacdo da atividade inibitéria das enzimas produzidas por
Trichoderma asperellum no crescimento dos microrganismos sobre 0s
filmes

Para verificar a atividade inibitéria do extrato enzimatico produzido por T.
asperellum no crescimento dos microrganismos, A. niger, Penicillium sp. e S.
sclerotiorum foram inoculados sobre os filmes biodegradaveis. As tiras dos filmes,
depois de tratadas de acordo com as condi¢bes de imobilizacdo (item 4.9), foram
colocadas, por 15 min, em luz ultravioleta (UV) e, em seguida em placas de Petri, sobre
meio BDA. Foram adicionados 20 pL de solucdo de esporos (1 x 10" esporos) de A.
niger e Penicillium sp. e plugs de S. sclerotiorum (DO 0.15) sobre as tiras, nas placas
de Petri. O crescimento dos microrganismos foi avaliado por 4 dias, em incubacéo, a
37° C. Os resultados foram fotografados.

4.11 Microscopia eletronica de varredura dos filmes Amido-Ecoflex® e PVA-
PEJU

Por microscopia eletrdnica de varredura (MEV), foram analisadas 14 amostras
dos filmes Amido-Ecoflex® e PVA-PEJU, no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Virologia da Universidade de Brasilia (UnB) (Microscépio eletrdnico de varredura
JEOL JSM-7001F; Japdo). Os filmes foram analisados quanto a sua estrutura. Também
foi avaliado o crescimento dos microrganismos A. niger, Penicillium sp. e S.
Sclerotiorum sobre os filmes sem imobilizacdo enzimatica (controle) e filmes com

enzimas imobilizadas por ligagdo covalente (item 4.10).

As amostras foram desidratadas naturalmente sob fonte de luz. Amostras dos
filmes contendo microrganismos foram primeiramente expostas a luz UV e
posteriormente acondicionadas ao abrigo da luz. Os filmes foram armazenados por 7
dias, em temperatura ambiente, em embalagens fechadas, até a analise. Para obtencgéo
das micrografias, as amostras foram acondicionadas em suportes de aluminio (stubs) e
revestidas com ouro em metalizador (Metalizador Balzers - SCD 050 Baltec; Adstria), a
21° C, em 2,6 x 10" Pa, por 180 s. Ap6s 0 revestimento com ouro, as amostras foram
analisadas a 15 kV.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Propriedades fisicas e mecanicas do filme PVA-PEJU

Inicialmente, para producéo dos filmes, foi testado apenas o sistema PVA-PEJU,
com acido sulfurico como catalisador da reacdo. No entanto, nos testes de solubilidade a
blenda formada, apresentou-se instavel na presenca de agua e umidade, devido

provavelmente, a higroscopicidade e hidrofobicidade dos dois polimeros.

Na tentativa de se produzir um filme com maior estabilidade as condicbes de
umidade, foram realizados testes com a adicdo de metaperiodato de sddio na producéo
de filmes a base de PVA e PEJU. Isso porque 0 metaperiodato de sodio reage com
hidroxilas vicinais da cadeia de PVA, gerando grupos reativos, que se tornam pontos de
interligacdo com a cadeia polissacaridica do PEJU, seja através do grupo amido-agucar,
seja pela presenca de outros grupos na cadeia polissacaridica, desde que sejam capazes
de reagir com as carbonilas. Uma estrutura possivel para a blenda polimérica produzida

esta apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Reagdo entre as cadeias de PVA e PEJU na presenga de
metaperiodato de sodio. A abertura da cadeia de cadeia de PVA pela
acdo do metaperiodato gera extremidades que se ligam a agucares
aminados (residuos de N-acetilglicosamina) do PEJU. A acdo do
metaperiodato de sddio promove o adesivamento das cadeias (esquema
proposto).
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O conteudo de PEJU utilizado para a producdo dos filmes foi de 3% (p/v). De
acordo com Carneiro-da-Cunha et al. (2009), um contetdo de PEJU inferior a 1,5%
torna os filmes produzidos muito frageis. As blendas apresentaram boa flexibilidade e
foram facilmente removidas das placas de Petri, onde o contetdo foi depositado para

polimerizacéo.

A adicdo de metaperiodato de s6dio como “crosslinker” garantiu a estabilidade
dos filmes na presenca de &gua, ou umidade. Os filmes PVA-PEJU apresentaram uma
solubilidade de 68%, em 24 h (Tabela 4), caracteristica desejavel para filmes
biodegradaveis e relacionada a concentracdo de polissacarideos. Segundo Yamashita et
al. (2005), quanto maior a concentragdo de amido, maior a solubilidade do filme. Essa
caracteristica pode ser explicada, pelo provavel aumento da quantidade de grupamentos
hidroxila na matriz do filme e, de acordo com McHugh e Krochta (1994), quanto maior
a presenca de grupamentos hidroxila em matrizes poliméricas polares, maior a formacéo

de ligacGes de hidrogénio com a dgua, o que resulta em maior solubilidade.

Os valores obtidos para solubilidade e propriedades mecénicas dos filmes PVA-
PEJU estdo de acordo com aqueles de outros filmes a base de polissacarideos (Tabela
4). Casariego et al. (2009), na producdo de filmes a partir de quitosana 1% (v/v),
obtiveram valores de resisténcia a tracdo de 10 MPa e 14% para alongamento. Lee et al.
(2007) verificaram, em filmes de amido/PVA com glicerol 30% (v/v) resisténcia a
tracdo de 10 MPa e alongamento de 60%. Filmes a base de gelatina, com espessura de
170 um, apresentaram solubilidade variando de 40,4 a 44,5% de matéria seca
(SAKANAKA, 2002).

Tabela 4. Espessura, solubilidade e propriedades mecanicas dos filmes PVA-PEJU.

Espessura Solubilidade Tracao Médulo Young Alongamento
(Hm) (%) (MPa) (MPa) (%)
~ 170 £ 2,07 68 + 3,24 23,69 2,79 13,09+ 2,09 187,2 + 9,26

5.2 Biodegradabilidade do filme PVA-PEJU

Nos testes de biodegradacdo para os filmes PVA-PEJU, a perda de massa esteve
relacionada ao tempo em que os filmes ficaram enterrados (Figura 10). Apos 90 dias, a

perda de massa chegou a 52%. Apos esse tempo, ndo foi possivel avaliar a perda de
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massa dos filmes devido ao efeito da floculacéo pela acdo de degradacdo enzimatica dos

microrganismos do solo.

B0
50 -
40 -
50 -

20 4

Perda de massa (%)

10 4

0 15 30 45 &0 75 a0
Tempo ( Dihs

Figura 10. Perda de massa dos filmes PVA-PEJU em funcdo do tempo de
biodegradacdo.

De acordo com Witt et al. (2001), a biodegradabilidade depende exclusivamente
da estrutura do polimero, sendo independente da origem da matéria-prima, ou seja, se €
de origem petroquimica ou de fontes renovaveis. Os polissacarideos, por serem
polimeros naturais, soliveis em agua e com alta velocidade de biodegradagdo, podem
facilitar o processo de biodegradabilidade de filmes poliméricos. Os resultados obtidos
confirmam a hipotese inicial de que o uso de PVA-PEJU na producdo de filmes
biodegradaveis é promissor para a reducdo de residuos sélidos causados pelo descarte
de embalagens pléasticas.

5.3 Atividade de T-CWDE

A utilizagdo de quitina como fonte de carbono em meio de cultura TLE levou a
producéo de algumas enzimas, como quitinase, N-acetilglicosaminidase, f-1,3-glicanase

e protease (Figura 11).
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Figura 11. Cinética de producdo enzimatica. (A) Quitinase; (B) N-
acetilglicosaminidase (NAGase); (C) B-1,3-glicanase; e (D) protease -
por Trichoderma asperellum (T00) em meio TLE suplementado com
quitina 0,5%, sob agitacdo (180 rpm) a 28° C.

No primeiro dia, o destaque foi para a producdo de quitinase, cujo nivel de
producdo foi de 8.046 mU mL™ (Figura 11 - A). No sétimo dia, quando a produco foi
estabilizada, se mantendo até o décimo dia, os niveis foram de 15.656 mU mL™,
representando um aumento de 1,9 vezes. A producéo inicial elevada de quitinase pode
ser explicada pela presenca de quitina como fonte de carbono do meio, ja que o meio
liquido foi modificado pela adi¢do de quitina 0,5%.

A producdo de N-acetilglicosaminidase foi iniciada a0 mesmo tempo em que a
enzima quitinase, porém o nivel de producéo foi menor, 5.219 mU mL™, no primeiro
dia. A taxa de producédo foi estabilizada, assim como quitinase no sétimo dia (21.541
mU mL™) e se manteve até o décimo dia (Figura 11 - B). No entanto, a partir do quinto
dia, a producdo de N-acetilglicosaminidase j& ultrapassou a produgdo de quitinase.
Nesse periodo, a producdo de N-acetilglicosaminidase foi de 16.828 mU mL™ e de
quitinase 13.216 mU mL™.

Essa relacdo entre a producdo de quitinase e N-acetilglicosaminidase pode ser

explicada pelo mecanismo catalitico das N-acetilglicosaminidases. Quitinase libera
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dimeros de N-N’-diacetilquitobioses (GICNAC), que sdo convertidos em mondmeros de
glicose pela agdo das N-acetilglicosaminidases (SEIDL, 2008). Quando quitinases
degradam a parede celular de outros fungos, ocorre a liberacdo de oligossacarideos que
induzem a acdo posterior de exoquitinases, para liberacdo de monémeros de glicose
(BENITEZ et al., 2004).

A produgdo de PB-1,3-glicanase foi menor que a produgdo de quitinase e N-
acetilglicosaminidase. No primeiro dia, a producéo foi de 326 mU mL™ (Figura 11 -

C). Os niveis de produgao foram estabilizados no sexto dia (596 mU mL™).

A atividade de protease no sexto dia (40,2 mU mL™) foi 3,72 vezes mais alta que
no primeiro dia (10,8 mU mL™) (Figura 11 - D).

A atividade amilolitica dextrinizante, avaliada pelo método de Fuwa (1954), foi
realizada para avaliar se a producdo de amilase por T. asperellum poderia biodegradar o
filme Amido-Ecoflex®, produzido a base de amido. A incubacdo das tiras dos filmes
com amilase comercial (Novozyme; 1.252,72 mU mL™) permitiu avaliacdo apenas até o
quarto dia, devido a degradacdo quase completa no quinto dia, o que impossibilitou a
avaliacdo microscopica. A interacdo amido-iodo do reativo de Fuwa permitiu a
visualizacdo dos granulos de amido presentes no filme, que ndo se solubilizaram
totalmente no processo de extrusdo, e também a biodegradacdo, evidenciada pelo

rompimento das estruturas da membrana filmogénica (Figura 12).
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1° dia 2° dia
3° dia 4° dia

Figura 12. Acdo da enzima amilase na biodegradacdo do filme Amido-Ecoflex®.
Microscopia 6ptica (1000x).

Com o uso da amilase comercial, 4 dias foram suficientes para causar o
rompimento das estruturas do filme e 5 dias para biodegrada-lo quase completamente.
No entanto, a producdo de amilase por T. asperellum, se deu em niveis baixos (Tabela
5), insuficientes para causar essa condi¢do na imobilizacdo das enzimas sobre as tiras do
filme Amido-Ecoflex®, portanto ndo constitui impedimento para o uso do filtrado de

enzimas, ndo exigindo purificacdo do extrato enzimatico, ou eliminacdo das amilases.

A producdo de quitinase, N-acetilglicosaminidase, -1,3-glicanase e protease foi
estabilizada entre o sexto e sétimo dia. Para os ensaios de imobilizacdo, foram utilizadas
amostras do quinto dia, ja que nesse dia havia niveis intermediarios de todas as enzimas.
A quantidade de proteinas totais presentes no meio de cultura, no quinto dia, foi de

52,82 mg mL™, e a quantidade de cada enzima é mostrada na Tabela 5.
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Tabela 5. Enzimas produzidas por Thrichoderma asperellum apds 5 dias de
crescimento em meio TLE.

Enzima Unidades Atividade (mU Atividade especifica
(mu)™ mL™) (mU mg™)

B-1,3-glicanase 25,7 £ 0,0038 514,8 9,75

NAGase™ 841,4 + 0,005 16.828 318,59

Quitinase 660,8 + 0,004 13.216 250,21

Protease 3,72 £ 0,004 37,2 0,49

Amilase 128,8 £ 0,004 515,2 9,75

* NAGase = N-acetilglicosaminidase

**Resultados obtidos em triplicata + Desvio Padréo

Ja é sabido que a eficiéncia na producdo enzimatica, por microrganismos, varia
grandemente de espécie para espécie e de acordo com as condicdes de cultura. Fatores
fisicos como aeracdo, pH e temperatura de incubacédo, além da cepa utilizada, afetam
enormemente a producgéo de enzimas (HERRERA-ESTRELA e CHET, 1998; DAHYIA
et al.,, 2006). Como, para T. asperellum (T00), ndo foram realizados trabalhos que
avaliem o nivel de producdo de todas as enzimas secretadas durante o ataque
micoparasita, ou induzidas artificialmente pela adi¢do de fontes de carbono no meio de
crescimento, a comparacdo com o0s resultados obtidos, fica restrita. A maioria dos
estudos publicados se restringe a expressdo de genes relacionados a producdo destas

enzimas ou a producdo das mesmas por T. harzianum.

Bara, Lima e Ulhoa (2003) em seus estudos de purificacdo e caracterizacdo de
uma exo-p-1,3-glicanase, trabalharam com T. asperellum (T00). Avaliando a influéncia
da fonte de carbono na producdo enzimatica, a maior atividade para a produgdo de B-
1,3-glicanase foi obtida na presenca de parede celular de R. solani, 0 que segundo 0s
autores sugere que a regulagdo na producéo desta enzima é influenciada pelos niveis de
B-glicana presente no meio. Quitina, quitosana e amido também induziram a producéo,

mas em niveis muito préximos entre si, variando de 0,33 2 0,35 U mg™.

Marcello et al. (2008), em continuidade aos trabalhos desenvolvidos por Bara,
Lima e Ulhoa (2003), analisaram a expressdo de exo-p-1,3-glicanase em T. asperellum
(T00). A fonte de carbono utilizada foi parede celular de R. solani e em 4 h de

incubagdo ja foi possivel detectar atividade enziméatica [~ 3 U (mg . 10°)™] e o pico
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méximo foi registrado com 16 h de incubacdo [~ 14 U (mg . 10°)™], sendo que as

culturas s6 foram incubadas por 24 h.

Nampoothiri et al. (2003) otimizaram varios parametros do processo de producao
de quitinase por T. harzianum. Para o tempo de incubacéo, percebeu-se que apds 96 h a
producio comeca a decair, sendo este seu pico maximo, com 0,9 U gds™". A quantidade
de esporos a serem inoculados no meio também foi avaliada e os valores variaram de
0,5 a 3,0 mL e a carga total de esporos de 2 x 10" e 4 x 10”. Os melhores resultados
foram encontrados com indculos de 2,0 mL (4 x 10" esporos), a producdo enzimatica foi
de 1,26 U gds™. A temperatura de incubacio foi avaliada de 25 a 45° C, sendo que a
maior producéo foi a 30° C (1,32 U gds™). A fonte de carbono também foi avaliada e
quitina coloidal foi o melhor substrato, resultando numa atividade de quitinase de 2,46
U gds™.

No presente estudo, nas condicBes otimizadas (5 dias de crescimento, a 28° C, sob
agitacdo a 180 rpm, em 250 mL de meio liquido TLE suplementado com quitina bruta
0,5% e com 2,5 mL de esporos 1x 10°), T. asperellum produziu 250 mU mg™ de

quitinase.

Verificou-se que as condicdes de incubacdo e a espécie/cepa utilizada
influenciaram na produgéo das enzimas. O uso de quitina 0,5% como fonte de carbono e
as condicOes de aeracdo provavelmente contribuiram nos niveis de producdo enzimatica
por T. asperellum (T00). Essa inducdo coordenada de enzimas por um polissacarideo
isolado, no caso a quitina, € de grande relevancia biologica, uma vez que esses
substratos para a producdo das enzimas também estdo presentes na parede celular de
outros fungos (DE LA CRUZ et al., 1992).

5.4 Atividade inibitoria de T-CWDE sobre o crescimento dos microrganismos
em meio liquido
As diferencas na inibi¢do do crescimento dos microrganismos em meio liquido foi
evidente na comparacgéo entre os dois tratamentos [enzima 0,1% e 0,5% (p/v)] e entre 0s
tratamentos e o controle (Tabela 6).

“U gds™ = Unidades por grama de sélido seco
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Tabela 6. Massa seca de A. niger, Penicillium sp. e S. sclerotiorum apos crescimento em meio liquido com
T-CWDE (0,1 € 0,5%) em 12 he 24 h.

T-CWDE Massa seca (mg)
A. niger Penicillium sp. S. sclerotiorum
12h 24 h 12 h 24 h 12 h 24 h
Controle 0,027 £0,015°  0,079+0,018"  0,021+0,022° 0,036+0,013°  0,022+0,017 0,039+ 0,012
0,1% 0,014+ 0,022  0,034+0,031” 0,009+0,031" 0,016 +0,025 0,009+0,032” 0,014 +0,031"
0,5% 0,003+ 0,013™ 0,003 +0,033"" 0,016 +0,015" 0,006 +0,031"" 0,0 +0,01"" 0,0+£0,0™"

Resultados obtidos em triplicata + Desvio Padrdo. Dentro das colunas valores com o mesmo sobrescrito ndo apresentam diferenca significativa (p<0.05)

O aumento na concentracdo de enzimas resultou em aumento da inibicdo do
crescimento de todos os microrganismos. O fungo menos sensivel foi Penicillium sp.,
apresentando, depois de 12 h, em meio liquido Saboaroud suplementado com enzima
0,1%, 56% de reducdo do crescimento e 64,7% em meio suplementado com enzima
0,5% (Figura 13).

Inibicdo intermediaria foi observada para A. niger, apresentando, em 12 h de
crescimento, em meio Saboaroud suplementado com enzima 0,1%, reducdo de 57% no

crescimento e de 92,3% na presenca de enzima 0,5% (Figura 13).

S. sclerotiorum mostrou-se 0 microrganismo mais sensivel, com reducdo de 64,1%
do crescimento em meio liquido BDA, suplementado com enzima 0,1% e auséncia total

de crescimento em meio suplementado com enzima 0,5% (Figura 13).
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Figura 13. Curva de crescimento dos fungos Aspergillus niger, Penicillium sp. e
Sclerotinia sclerotiorum em meio de cultura na presenga de T-CWDE
0,1% e 0,5%, sob agitagéo (180 rpm) a 28° C.

Para os experimentos de imobilizacdo de T-CWDE nos filmes Amido-Ecoflex® e

PVA-PEJU, a solucdo de enzimas foi utilizada na concentracdo 0,1% (p/v), pois a
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concentracdo 0,5% (p/v) resultou em niveis muito baixos de crescimento dos
microrganismos em meio liquido, o que impossibilitaria a visualizacdo dos efeitos da
acdo das enzimas sobre a parede celular e demais estruturas de crescimento dos

microrganismos.

5.5 Imobilizacdo de T-CWDE nos filmes Amido-Ecoflex® e PVA-PEJU

Os exemplos mais comuns de agentes antimicrobianos naturais utilizados para
inibicdo do crescimento de fungos em alimentos sdo os Oleos essenciais de plantas,
como Thymus vulgaris (tomilho) e Cymbopogon citratus (capim-limdo) (NGUEFACK
et al., 2004). Em blendas produzidas a partir de Amido-Ecoflex® e PEJU, nenhum
estudo foi realizado visando a utilizacdo de agentes antimicrobianos naturais nas

embalagens, nem a imobilizacdo dos mesmos.

No caso do filme Amido-Ecoflex® a imobilizacdo de T-CWDE por ligacéo
covalente resultou em um processo 1,8 vezes mais eficiente que a imobilizagdo por
adsorcdo (Tabela 7). No filme PVA-PEJU, a eficiéncia da imobilizacdo foi 2,0 vezes
maior (Tabela 8). Essa diferenca, na eficiéncia, entre os dois processos de imobilizacédo
também se reflete na inibicdo do crescimento dos microrganismos sobre os filmes.
Portanto, o método de imobilizacdo das enzimas é um fator a ser considerado na
producdo de embalagens antimicrobianas.

Tabela 7. Atividade da enzima quitinase imobilizada por adsorcéo e ligagdo covalente no
filme Amido-Ecoflex®.

Método de Proteinas Atividade de Atividade especificade  Atividade especifica de
imobilizacdo totais (mg) quitinase (muU) quitinase (mU mg™) quitinase por area [mU
(cm?)]
Adsorgdo 18,86+ 0,015° 203,510,018 10,79 814,04
Ligacdo covalente 30,30 +£0,029™  375,85+0,021" 12,40 1503,4™

Resultados obtidos em triplicata + Desvio Padrao. Dentro das colunas valores com o mesmo sobrescrito ndo apresentam diferenga significativa (p<0.05)

Tabela 8. Atividade da enzima quitinase imobilizada por adsorcéo e ligagdo covalente em

PVA-PEJU.
Método de Proteinas Atividade de Atividade especifica  Atividade especifica
imobilizacdo totais (mg) quitinase (mU) de quitinase (mU de quitinase por area
mg™) [mU (cm?)”]
Adsorgio 14,34 £0,012° 198,32 +0,018" 13,82 793,28
Ligacdo covalente 33,02+0,019” 394,68+0,011" 11,95 1578,72"

Resultados obtidos em triplicata + Desvio Padréo. Dentro das colunas valores com o mesmo sobrescrito ndo apresentam diferenga significativa (p<0.05)
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5.6 Crescimento dos microrganismos sobre os filmes Amido-Ecoflex® e PVA-
PEJU

A imobilizacdo de T-CWDE sobre os filmes resultou em uma inibicdo de
crescimento similar ao observado na curva de crescimento em meio liquido.
Considerando o filme Amido-Ecoflex®, os microrganismos cresceram normalmente nos
filmes que ndo receberam nenhum tratamento, usando os polissacarideos do filme e os
nutrientes do meio de cultura para manutencdo de seu metabolismo. Contudo, na
presenca de enzimas imobilizadas, seja por adsor¢do ou ligagdo covalente, houve um
resultado efetivo na reducdo do crescimento, principalmente sobre as tiras dos filmes
(Figura 14). A imobilizacdo por adsorcdo foi eficiente na reducdo do crescimento,
principalmente sobre as tiras dos filmes, para todos os microrganismos. No entanto, na
imobilizacdo por ligacdo covalente, usando metaperiodato de sddio, houve reducdo
maior do crescimento de A. niger, Penicillium sp. e S. sclerotiorum. Nesse caso, a

reducdo do crescimento se deu sobre as tiras, mas principalmente, houve reducao

também na placa, com a formacéo de halo no meio.

(Im

Figura 14. Crescimento dos microrganismos sobre as tiras do filme Amido-
Ecoflex®. (1) Aspergillus niger; (11) Penicillium sp.; (I111) Sclerotinia
Sclerotiorum. (A) tiras sem tratamento; (B) imobiliza¢&o por adsorgéo; (C)
imobilizacdo por ligacdo covalente; (D) controle da imobilizacao.

Nos filmes PVA-PEJU, os resultados foram semelhantes aos observados nos
filmes Amido-Ecoflex® contendo T-CWDE imobilizadas. Houve reducdo do
crescimento sobre as tiras dos filmes em ambos os tratamentos, no entanto, com o
método de imobilizacdo por ligagdo covalente, os resultados sdo ainda mais expressivos.
Apesar de os esporos de A. niger e Penicillium sp. e “plugs” de S. sclerotiorum terem
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sido inoculados sobre as tiras, o crescimento se deu em regido muito afastada do filme e

no caso de S. sclerotiorum, houve crescimento vertical nas placas (Figura 15).

(m

Figura 15. Crescimento dos microrganismos sobre as tiras de PVA-PEJU. (1)
Aspergillus niger; (I1) Penicillium sp.; (I11) Sclerotinia Sclerotiorum.
Imobilizacdo por ligacdo covalente.

Assim como no crescimento em meio liquido, nos dois tipos de filme, S.

sclerotiorum foi 0 microrganismo mais sensivel & acdo enzimatica.

As diferentes respostas dos microrganismos a acdo das enzimas na inibicdo do
crescimento podem estar relacionadas a composi¢do diferenciada da parede celular dos
fungos. Embora os constituintes principais da parede celular desses microrganismos
sejam de polissacarideos (quitina e glicanas), proteinas e lipidios, a distribuicdo desses
compostos ao longo da parede celular de A. niger, Penicillium sp. e S. sclerotiorum
podem ser diferentes, resultando em diferentes niveis de hidrélise (ESCOTT et al.,
1998).

Dada a eficiéncia observada na inibicdo do crescimento dos microrganismos nos
filmes contendo enzimas imobilizadas por ligagdo covalente, os estudos de alteracdes
estruturais em microscopia eletronica de varredura foram conduzidos apenas com estes

filmes.

5.7 Microscopia eletronica de varredura dos filmes Amido-Ecoflex® e PVA-
PEJU

A microscopia eletrénica de varredura permite caracterizar a superficie de um
filme, e assim obter informacGes sobre a presenga de poros e rugosidades
(CANAVEROLO, 2003). No caso dos filmes a base de Amido-Ecoflex® a superficie
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apresentou-se rugosa, provavelmente devido aos processos de homogeneizacdo e
extrusdo (Figura 16 - A). Como PBAT ¢ altamente hidrofébico e com grupos
funcionais de alto peso molecular, podem se formar agregados entre as cadeias de
amido que dificultam a formac&o da estrutura dos filmes (BRANDELERO et al., 2010).
Ja os filmes a base de PVA-PEJU, apresentaram superficie mais uniforme e integra
(Figura 16 - B). Rahmat et al. (2009), explicam que a presenca de PVA garante uma
melhoria na estrutura de filmes, devido a sua caracteristica hidrofilica, que aumenta o

numero de ligacdes de hidrogénio e a adesdo entre as cadeias de polissacarideos.

——— 10pm JEOL 9/30/2010
X 1,600 15.0kV SEI SEM WD 9.5mm 9:34:09

— 10pm JEOL 9/30/2010
X 1,600 15.0xV SEI SEM WD 8.7mm 9:25:15

(B)

Figura 16. Microscopia eletronica de varredura da superficie dos filmes. (A)
Amido-Ecoflex® e (B) PVA-PEJU. Aumento: 1600x.

T

filmes, a microscopia eletrnica de varredura foi Util para identificacdo dos tipos de
alteracdes causadas pelas enzimas nas estruturas de crescimento, hifas e esporos, dos

fungos A. niger, Penicillium sp. e S. sclerotiorum.

Durante o ataque micoparasita € comum a penetracdo das hifas de Trichoderma
sp. nas hifas do hospedeiro e isso causa algumas alteragcbes estruturais no
microrganismo atacado. Por exemplo, Benhamou e Chet (1993), avaliando por
citoquimica as alteragbes nas hifas de R. solani causada pela interacdo com T.
harzianum, observaram que os micélios de R. solani eram totalmente circulados pelas
hifas de T. harzianum, com voltas densas em apenas 2 dias apds a inoculagdo. Apds 4
dias, sinais de colapso ja podiam ser observados nas células do hospedeiro, como por

exemplo, perda de turgor, desintegracdo de compartimentos celulares e das hifas,
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retracdo do plasmalema das células e diminuicdo da densidade das camadas da parede
celular. Aproximadamente 90% das hifas examinadas apresentavam retracdo e ruptura
da membrana, além de desorganizacéo citoplasmatica.

Lima et al. (1997) purificaram quitinases de Trichoderma sp. e testaram sua agéo
sobre a parede celular de Sclerotium rolfsii e R. solani. O efeito hidrolitico das enzimas
no extrato enzimatico, bem como de quitinase purificada, nos micélios e hifas foi
confirmado por microscopia eletronica de varredura. Os micélios incubados na presenca
de enzimas evidentemente mostraram rompimento nas estruturas celulares no
tratamento ap6s 48 h. Sendo que a acdo apenas de quitinase purificada ndo foi téo
intensa na destruicdo das estruturas celulares quanto a acdo sinérgica do filtrado de

enzimas.

Neste trabalho, a andlise por microscopia eletrdnica de varredura mostrou que a
acao das enzimas hidroliticas é responsavel pelo rompimento das estruturas celulares de
A. niger, Penicillium sp. e S. sclerotiorum e diminui¢do do crescimento de hifas. Além
disso, para A. niger e Penicillium sp., as enzimas afetaram a germinagdo dos esporos
inoculados. De acordo com Benitez et al. (2004), ja é bem conhecido o fato de que p-
1,3-glicanases inibem a germinacdo de esporos em cooperacdo com quitinases e

antibidticos.

Em ambos os filmes a inibicdo do crescimento e o ataque as estruturas celulares
dos microrganismos se deram de forma semelhante. No entanto, nos filmes PVA-PEJU,
as enzimas atacaram também a membrana do filme, causando a formacdo de poros
(Figuras 17 e 19). A degradagado de regides do filme pode ter se dado pela agdo das B-
1,3-glicanases, responsaveis pela clivagem de ligagdes do tipo p—1,3, que ligam as

unidades de -D-galactopiranosil da goma de cajueiro.

Para A. niger, nos filmes controle, os esporos germinaram e as hifas formadas
cresceram e se espalharam sobre a superficie do filme. J& no tratamento com as enzimas
hidroliticas, no filme Amido-Ecoflex®, as hifas atacadas pelas enzimas mostraram
aparente perda de turgor, além de rompimentos e 0s esporos que foram inoculados
inicialmente ndo germinaram, apresentando-se em forma alterada. Esporos de A. niger
comumente se apresentam sob a forma ovdide, no entanto, em funcdo da acédo
enzimatica se apresentaram sob a forma biconcava (Figura 17 - I). Nos filmes PVA-

PEJU, a imobilizacdo de T-CWDE resultou em reducdo mais evidente do crescimento
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de A. niger, sendo que os esporos inoculados ndo chegaram a se desenvolver, portanto

observa-se auséncia de hifas (Figura 17 - I1)

(A) _v (B)

()

9/30/2010
WD 9.9mm 10:39:21 X 6 XV SE SEM WD 9.0mm 9:46:21)

Figura 17. Acdo das enzimas hidroliticas de Trichoderma asperellum sobre
Asperglillus niger. (1) Filme Amido-Ecoflex®; (I1) Filme PVA-PEJU.
(A) controle; (B) enzimas imobilizadas por ligagdo covalente (via
metaperiodato de sédio). As setas azuis evidenciam o aspecto biconcavo
dos esporos. As setas vermelhas apontam os poros formados no filme
PVA-PEJU.

Penicillium sp. foi o microrganismo que respondeu menos sensivelmente a acao
das enzimas hidroliticas de T. asperellum em todos os tratamentos (crescimento em
meio liquido e crescimento sobre as tiras dos filmes). As analises por microscopia
eletrobnica de varredura mostraram que nos filmes controle, hifas e esporos

desenvolveram-se formando aglomerados e se sobrepondo. J& na presenca de T-CWDE,
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as hifas cresceram em menor proporcéo e sofreram intenso processo de destrui¢do. Os
esporos inoculados em sua maioria ndo se desenvolveram e apresentaram alteragdes
muito semelhantes as apresentadas pelos esporos de A. niger. Em geral, apresentaram-se

biconcavos (Figura 18).

Figura 18. Acdo das enzimas hidroliticas de Trichoderma asperellum sobre
Penicillium sp. (1) Filme Amido-Ecoflex®; (11) Filme PVA-PEJU. (A)
controle; (B) enzimas imobilizadas por ligacdo covalente (via
metaperiodato de sodio). As setas verdes apontam os locais de rompimento
das hifas.

Com relacdo a S. sclerotiorum, nos filmes controle as hifas se desenvolveram
normalmente e em grande quantidade. Ja nas tiras com enzimas imobilizadas, a
diminuicdo do crescimento e a lise das estruturas celulares foi muito evidente (Figura
19).
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(A) (B)

()

Figura 19. Acdo das enzimas hidroliticas de Trichoderma asperellum sobre
Sclerotinia sclerotiorum. (1) Filme Amido-Ecoflex®; (11) Filme PVA-
PEJU. (A) controle; (B) enzimas imobilizadas por ligacdo covalente (via
metaperiodato de sodio). As setas verdes apontam os locais de rompimento
das hifas. As setas vermelhas apontam os poros formados no filme PVA-

PEJU.
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6 CONCLUSOES

As enzimas hidroliticas produzidas por T. asperellum foram imobilizadas com
sucesso sobre a superficie dos filmes Amido-Ecoflex® e PVA-EPJU, garantindo uma
acao antimicrobiana que inibiu o crescimento de A. niger, Penicillium sp. e S.
sclerotiorum, principalmente quando o método utilizado para imobilizacdo foi ligagédo
covalente. Tal inibicdo se deu pelos mecanismos de acdo das enzimas hidroliticas
produzidas, que causaram alteracbes nas estruturas celulares dos microrganismos,
incluindo reducéo, ou, perda de turgor, rompimento das hifas e alteracdo na forma dos
esporos. Além disso, as propriedades fisicas e mecanicas observadas no filme PVA-

PEJU podem garantir sua utilizagdo como embalagem biodegradavel.
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7 PERSPECTIVAS

A realizacdo deste trabalho abre novas perspectivas para os estudos sobre o uso
de polissacarideos na composicdo de blendas de polimeros biodegradaveis e

ainda, abre uma nova aplicacao para enzimas de fonte microbiolodgica;

Os filmes a base de Amido-Ecoflex®, ja utilizados na agricultura e indGstria de
alimentos pelas suas caracteristicas de biodegradabilidade e aparéncia, agora se

apresentam também como superficie adequada para a imobilizacdo de enzimas;

Trichoderma asperellum ja € uma espécie conhecida pela atividade micoparasita
e consequente producdo de enzimas hidroliticas. Nossos estudos sobre a
aplicagdo dessas enzimas como agente inibidor do crescimento de outros
microrganismos abre um novo espago para 0 uso deste fungo como agente de

controle bioldgico;

O uso das enzimas produzidas por Trichoderma asperellum, imobilizadas em
materiais biodegradaveis pode reduzir o impacto ambiental causado pela

degradacédo de polimeros.
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9 APENDICES

Apéndice 1. Analises Estatisticas (Teste t)

1. Curva de crescimento dos microrganismos

A) Aspergillus niger
Comparacdo entre o crescimento das amostras controle e na presenca de enzima (0,1%)

Variavel 1 Variavel 2

Média 0,009438 0,008229
Variancia 0,000176 0,000133
Observagdes 8 8
Hipétese da diferenca de

média 0

Gl 14

Stat t 0,194164

P(T<=t) uni-caudal 0,424418

t critico uni-caudal 1,76131

P(T<=t) bi-caudal 0,848837

t critico bi-caudal 2,144787

Comparacdo entre o crescimento das amostras controle e na presenca de enzima (0,5%)

Variavel 1 Variavel 2

Média 0,009438 0,0021
Variancia 0,000176 2,43E-06
Observagdes 8 8
Hipotese da diferenca de

média 0

gl 7

Statt 1,552169

P(T<=t) uni-caudal 0,082281

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,164563

t critico bi-caudal 2,364624
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Comparagdo entre o crescimento na presenga de enzima (0,1% x 0,5%)

Variavel 1

Média 0,008229 0,0021
Variancia 0,000133 2,43E-06
Observagdes 8 8
Hipotese da diferenca de

média 0

gl 7

Stat t 1,486909

P(T<=t) uni-caudal 0,090316

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,180633

t critico bi-caudal 2,364624

B) Penicillium sp.

Comparacdo entre o crescimento das amostras controle e na presenca de enzima (0,1%)

Variavel 1

Média 0,005188 0,004725
Variancia 3,74E-05 3,31E-05
Observagdes 8 8
Hipétese da diferenca de

média 0

gl 14

Stat t 0,155829

P(T<=t) uni-caudal 0,439196

t critico uni-caudal 1,76131

P(T<=t) bi-caudal 0,878393

t critico bi-caudal 2,144787

Comparacdo entre o crescimento das amostras controle e na presenca de enzima (0,5%)

Variavel 1

Média 0,005188 0,003271
Variancia 3,74E-05 5,96E-06
Observagdes 8 8
Hipotese da diferenca de

média 0

al 9

Stat t 0,82357

P(T<=t) uni-caudal 0,215733

t critico uni-caudal 1,833113

P(T<=t) bi-caudal 0,431466

t critico bi-caudal 2,262157
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Comparagdo entre o crescimento na presenga de enzima (0,1% x 0,5%)

Variavel 1

Média 0,004725 0,003271
Variancia 3,31E-05 5,96E-06
Observagdes 8 8
Hipotese da diferenca de

média 0

gl 9

Stat t 0,658133

P(T<=t) uni-caudal 0,263463

t critico uni-caudal 1,833113

P(T<=t) bi-caudal 0,526927

t critico bi-caudal 2,262157

A) Sclerotinia sclerotiorum

Comparacgdo entre o crescimento das amostras controle e na presenca de enzima (0,1%)

Variavel 1

Média 0,004875 0,003658
Variancia 4,99E-05 2,75E-05
Observagdes 8 8
Hipétese da diferenca de

média 0

gl 13

Stat t 0,390967

P(T<=t) uni-caudal 0,351077

t critico uni-caudal 1,770933

P(T<=t) bi-caudal 0,702154

t critico bi-caudal 2,160369

Comparacdo entre o crescimento das amostras controle e na presenca de enzima (0,5%)

Variavel 1

Média 0,004875 0
Variancia 4,99E-05 0
Observagdes 8 8
Hipétese da diferenca de

média 0

gl 7

Stat t 1,951073

P(T<=t) uni-caudal 0,046011

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,092022

t critico bi-caudal 2,364624
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Comparagdo entre o crescimento na presenga de enzima (0,1% x 0,5%)

Variavel 1 Variavel 2

Média 0,003658 0
Variancia 2,75E-05 0
Observagdes 8 8
Hipotese da diferenca de

média 0

gl 7

Stat t 1,972137

P(T<=t) uni-caudal 0,044605

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,08921

t critico bi-caudal 2,364624

2. Atividade da enzima quitinase imobilizada por adsor¢éo e ligacdo covalente em

Ecoflex®

A) Proteinas totais

Variavel 1 Variavel 2

Média 18,86 30,30
Variancia 0,000196 0,000143
Observagdes 3 3
Hipotese da diferenca de

média 0

gl 2

Stat t 1,972137

P(T<=t) uni-caudal 0,044605

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,08921

t critico bi-caudal 2,364624

B) Atividade de quitinase
Variavel 1 Variavel 2

Média 203,51 375,85
Variancia 0,000394 0,000253
Observagdes 3 3
Hipétese da diferenca de

média 0

gl 2

Stat t 1,572154

P(T<=t) uni-caudal 0,044605

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,08921

t critico bi-caudal 2,364624
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C) Atividade especifica de quitinase por area

Variavel 1 Variavel 2

Média 814,04 1503,4
Variancia 0,000395 0,000312
Observagdes 3 3
Hipotese da diferenca de

média 0

gl 2

Stat t 1,472927

P(T<=t) uni-caudal 0,044605

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,08921

t critico bi-caudal 2,364624

3. Atividade da enzima quitinase imobilizada por adsorcdo e ligacdo covalente em

PVA-PEJU

A) Proteinas totais

Variavel 1 Variavel 2

Média 14,34 33,02
Variancia 0,000212 0,000233
Observagdes 3 3
Hipotese da diferenca de

média 0

gl 2

Stat t 1,982154

P(T<=t) uni-caudal 0,044605

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,08921

t critico bi-caudal 2,364624

B) Atividade de quitinase
Variavel 1 Variavel 2

Média 198,32 394,68
Variancia 0,000234 0,000212
Observagdes 3 3
Hipétese da diferenca de

média 0

gl 2

Stat t 2,072927

P(T<=t) uni-caudal 0,044605

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,08921

t critico bi-caudal 2,364624
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C) Atividade especifica de quitinase por area

Variavel 1 Variavel 2

Média 793,28 1578,72
Variancia 0,000251 0,000364
Observagdes 3 3
Hipotese da diferenca de

média 0

gl 2

Stat t 1,972137

P(T<=t) uni-caudal 0,044605

t critico uni-caudal 1,894579

P(T<=t) bi-caudal 0,08921

t critico bi-caudal 2,364624
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