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RESUMO 

  Este trabalho visou dar tratamento tecnológico a extratos enzimáticos ricos em 

endoglucanases obtidos por cultivo em estado sólido (CES) do fungo termofílico 

Myceliophtora thermophila M77, através da secagem por spray-drying. A fim de 

garantir a estabilidade das enzimas durante um período de armazenamento, o extrato 

enzimático bruto (EEB) foi seco em spray-dryer sendo investigados os parâmetros 

operacionais e os adjuvantes de secagem para garantir a maior retenção da atividade 

enzimática após a secagem. Os ensaios foram divididos entre discriminação do 

adjuvante que proporcionasse maior proteção às enzimas, otimização das condições de 

secagem, armazenamento do EEB e dos pós secos, avaliação do efeito da secagem sobre 

as propriedades físico-químicas das endoglucanases e morfologia dos pós. Utilizou-se 

de planejamentos estatísticos para analisar os efeitos das variáveis temperatura de saída 

do ar de secagem, vazão de alimentação de solução, proporção entre o EEB e adjuvante, 

e teor de sólidos na formulação, sendo as respostas retenção de atividade enzimática e 

umidade dos pós. Nos ensaios de discriminação foi selecionado o adjuvante goma 

arábica. Em seguida, nos ensaios para otimização das condições de secagem, foi 

identificado menor vazão de alimentação e menores temperaturas de saída do ar de 

secagem para maiores retenções de atividade enzimática e maiores temperaturas e 

menores vazões para menores teores de umidade dos pós, o teor de sólidos revelou-se 

não significativo. O pó obtido nas condições mais favorável e menos favorável para a 

retenção da atividade enzimática foi armazenado à temperatura ambiente e sob 

refrigeração e a atividade enzimática determinada quinzenalmente. A análise estatística 

revelou não haver diferença na retenção da atividade enzimática após longos períodos 

para ambas as condições de secagem selecionadas e alternativas de armazenamento. 

Investigou-se também a influencia do pH e temperatura na atividade enzimática antes e 



 

depois da secagem, observando que estas características não eram afetadas pela adição 

dos adjuvantes e nem pelo processo de secagem. Em relação à morfologia das 

partículas, a análise por adsorção de gás inerte sobre os pós indicou maior área 

superficial para o pó obtido na condição menos favorável à secagem. 

 

Palavras-chave: Spray-dryer, Endoglucanase, Adjuvantes, Armazenamento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 This work aimed to provide technological treatment to enzymatic extract rich in 

endoglucanase, obtained by solid state culture using the fungus Myceliophtora 

thermophila M77, through spray-drying. Operational parameters and adjuvants were 

varied in order to obtain stable enzymes with high activities during storage. The 

experiments were divided into adjuvant discrimination, optimization of the drying 

conditions, storage of the raw enzymatic extract (REE) and powders, evaluation of 

drying on the physical-chemical characteristics of the endoglucanase, and powder 

morphology. Statistical experimental designs were used to evaluate the effect of the 

variables exit air temperature, solution flow rate, proportion REE/adjuvant, and total 

solid content on the enzyme activity retention and powder moisture content.  The 

adjuvant Arabic gum was selected from the discrimination assays. From the 

optimization experiments, it was determined that the lower flow rate and air exit 

temperature resulted in the highest enzyme activity retention, while low temperature and 

solution flow rate resulted in the lowest retention. The total solid concentration was not 

statistically significant.  The powders produced in the Best and in the worst drying 

conditions were stored at room temperature and under refrigeration and the enzymatic 

activity was measured at 15 days intervals. The statistical analysis did not show any 

difference in the enzymatic activity retention after long periods of storage for both 

drying conditions and both storage alternatives. The influence of temperature and pH on 

the enzyme activity was also investigated before and after the drying process, and it was 

noticed that these physical-chemical properties were not affected by the adjuvants and 

by the drying process. The morphology of the powders, obtained using the inert gas 

adsorption method, indicated that  the powder obtained under the worst drying condition 



 

presented specific superficial area twice as high than the powder obtanined in the best 

condition. 

Key-words: Spray-dryier, endoglucanase, adjuvants, sotorage 
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INTRODUÇÃO 

 

A crescente preocupação ambiental e o conseqüente desenvolvimento de 

processos ―verdes‖ têm incentivado o uso de enzimas nas aplicações industriais em 

substituição aos processos químicos tradicionais, uma vez que as enzimas possuem alta 

especificidade pelo substrato. Segundo a empresa de consultoria The Freedonia Group 

(2014) o mercado mundial de enzimas crescerá em torno de 6,4 % ao ano até 2017, 

resultado da soma de diversos setores econômicos, como de detergentes, alimentos, 

farmacêutico, alimentação animal, biocombustíveis e têxtil, dentre outros. Neste 

contexto, as hidrolases, enzimas que catalisam a quebra dos substratos na presença de 

moléculas de água, representam 75% das enzimas industriais, sendo uma parcela de 

20% representada pelas celulases (SHINGHANIA et al., 2010). 

Atualmente o maior interesse comercial por enzimas fibrolíticas (celulases, 

hemicelulases e ligninases) é decorrente da necessidade de conversão de biomassa 

lignocelulósica em glicose, gerando produtos de valor agregado, como o etanol de 

segunda geração, e mitigando impactos ambientais, como o efeito estufa (PANDEY et 

al., 2011). Contudo a enzima, mesmo sendo promissora, não terá grande aplicabilidade 

se não for mantida estável durante o processamento, transporte e armazenamento no 

local de aplicação.  Neste sentido, a busca de soluções tecnológicas que permitam a 

manutenção da atividade das enzimas por longos períodos e facilitem o armazenamento 

das mesmas é necessária e tem recebido atenção de pesquisadores e indústrias. Dentre 

as alternativas de processamento de extratos enzimáticos, a técnica de secagem por 

spray – driyng é promissora devido ao baixo custo e à alta retenção da atividade 

enzimática. No entanto, estudos detalhados acerca dos melhores adjuvantes de secagem, 
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das condições operacionais ótimas e dos efeitos do armazenamento dos pós sobre as 

atividades enzimáticas residuais são escassos para estas classes de enzimas. 

Neste sentido, neste trabalho, estudou-se a viabilidade de aplicação da técnica de 

secagem por spray-drying nas enzimas endoglucanase produzida pelo fungo termofílico 

Myceliophthora thermophila M77. 
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

1.1. Celulase 

As celulases compreendem um grupo de biocatalisadores altamente específicos 

que atuam em sinergia para a liberação de açúcares e constituem um complexo capaz de 

atuar sobre materiais celulósicos, promovendo hidrólise das ligações glicosídicas β-1-4 

na celulose.  

Em geral, as celulases são constituídas por dois domínios distintos, domínio 

catalítico (DC) e domínio de ligação à celulose (CBM – ―carbohydrate-binding 

modules‖). O CBM está relacionado à adsorção, visando facilitar a hidrólise da 

celulose, aproximando o DC do substrato insolúvel, permitindo o aumento da 

concentração de enzima sobre a superfície do substrato sólido por ligações de 

hidrogênio, interações eletrostáticas ou hidrofóbicas. (GILKES et al., 1991; TOMME et 

al., 1995; LYND et al., 2002).  

Microrganismos, como fungos e algumas bactérias, secretam coquetéis de 

"enzimas livres", que trabalham em sinergia para degradar o material lignocelulósico, 

difundindo independentemente uma das outras, e conforme sua especificidade ao 

substrato. (LEHTIO, et al., 2003). As ―enzimas livres‖ constituem de uma unidade 

catalítica ou várias unidades catalíticas por molécula de proteína (RESCH et al., 2013), 

e possuem a capacidade de penetrar no substrato através de extensões de hifas.  Por 

outro lado, as enzimas secretadas por algumas bactérias,  não têm a capacidade para 

penetrar com eficácia no material celulósico, tendo desenvolvido um sistema enzimático 

complexado (ou celulosoma), onde  várias enzimas são fisicamente ligadas através de 

uma proteína ―esqueleto‖ (BAYER et al, 1998; RESCH et al., 2013). Segundo Resch e 

colaboradores (2013), existem diferença na organização dos DC e CBMs das ―enzimas 
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livres‖ e dos celulossomas, o que reflete sobre a ação em diferentes substratos, tendo as 

―enzimas livres‖ melhor desempenho na degradação da biomassa tratada termicamente 

e os celulossomas, sobre a celulose não tratada.  

As etapas da degradação enzimática da celulose não são totalmente conhecidas, 

mas sabe-se que o complexo celulósico ―livre‖ secretado por fungos filamentosos 

engloba três enzimas que atuam em sinergia, as Endoglucanases ou CMCase (ou 1,4-β-

D-glucan-4-glucanohidrolases (EC 3.2.1.4)); Exoglucanases, que inclui as 

celodextrinases (ou 1,4-β-D-glucano glucanohidrolases (EC 3.2.1.74)), e as 

celobiohidrolases (ou 1,4–β-D-glucan-celobiohidrolases (EC 3.2.1.91)); e β-glicosidases 

(ou β-glucósido-glucohidrolases (EC 3.2.1.21)).  

Endoglucanase/CMCase (EnD): Clivam aleatoriamente as regiões internas 

amorfas da cadeia polissacarídica da celulose, liberando oligossacarídeos de diferentes 

graus de polimerização, produzindo novos terminais. (LYND et al., 2002).  

Exoglucanases (EXG): Apresentam ação sinérgica com endoglucanases, atuam 

nas extremidades da celulose, redutoras ou não redutoras, liberando subunidades de 

quatro ou seis celobioses (ROUVINEN et al., 1990), podendo sofrer inibição por estas.  

A glucanohidrolase (GH) catalisa a hidrólise das ligações β-1,4-glicosídicas nas 

unidades de glicose de terminais não redutores da cadeia (BHAT;BHAT, 1997), 

enquanto que a celobiohidrolase (CHB) é catalisadora da hidrólise de resíduos da 

celulose com terminais redutores e não redutores.  

β-glicosidase: Catalisam a hidrólise de celobiose gerada pelas EXG e EnD e 

oligossacarídeos solúveis à glicose. A β-glicosidase é geralmente responsável pela 

regulação do processo celulolítico, sendo um fator limitante durante a hidrólise 

enzimática da celulose, uma vez que a atividade das endoglucanases e celobiohidrolases 

é muitas vezes inibidas pela celobiose, sendo assim a β-glicosidase produz glicose a 
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partir da celobiose, e reduz a inibição, permitindo maior eficiência as enzimas 

celulolíticas. Entretanto, as β-glicosidases podem também sofrer inibição pelo produto, 

a glicose (SAHA et al., 1994; LYND et al., 2002).  

As celulases podem atuar em quatro formas de sinergismo: (i) a sinergia endo-

exo entre endoglucanases e exoglucanases; (ii) a sinergia exo-exo entre exoglucanases 

no processamento de extremidades redutoras e não redutoras da cadeia de celulose; (iii) 

a sinergia entre exoglucanases e β-glucosidases, que a celobiose (e celodextrinas) como 

os produtos finais das duas primeiras enzimas; (iv) sinergismo intramolecular dos 

domínios catalíticos e CBMs (LYND et al., 2002).  

Juntamente com as celulases, são co-produzidas as hemicelulases.  A estrutura 

da xilana apresenta-se heterogênea e complexa, requerindo um sistema multienzimático 

com diferentes especificidades. No sistema xilanolítico as principais enzimas 

envolvidas são as ß-1,4-endoxilanases, β-D-xilosidases, que degradam a cadeia 

principal da xilana (BIELY, 1985;  PRADE, 1995; BEG et al., 2001) e as α-

glucuronidases, α-Larabinofuranosidases e acetilesterases que degradam as cadeias 

laterais (BIELY, 1985). 

 

1.2. Aplicações industriais  

Indústria Têxtil:  

Celulases são amplamente empregadas no tratamento ―biopolishing‖ ou 

bioacabamento, que representa a remoção de microfibrilas superficiais da fibra de 

algodão (penugens) que se projetam das fibras principais, facilitando o tingimento, visto 

que o pré-tratamento dos tecidos de algodão reduz os problemas relacionados com 

fibras imaturas, que não captam a mesma quantidade de corante como as maduras. As 



6 
 

celulases removem as fibras salientes conferindo aparência uniforme, alteram as 

propriedades de absorção e umidade dos tecidos devido a desfibrilação do algodão e 

aumentam a suavidade, maciez e brilho do tecido de algodão, assim com também 

reduzem o encolhimento no caso dos tecidos de lã (CEGARA, 2000; CONTRERAS, 

2001; LIPP-SYMONOWICZ et al., 2004; SARAVANAN et al., 2009).  

Outra aplicação de destaque refere-se ao ―biostoning‖, onde a celulase substitui 

o uso das pedra-pomes no desbotamento e diminui a resistência à flexão melhorando o 

toque do tecido. Entretanto, a utilização de celulase apresenta o inconveniente de 

redepositar, sobre o fio branco ou no fio tingido do denim, o índigo removido, 

diminuindo o contraste desejado entre a trama e o urdume Este problema é conhecido 

como backstaining. Dentre as celulases as ácidas são as que causam backstaining em 

níveis não aceitáveis sendo, portanto enzimas de caráter neutro e básico preferidas na 

indústria têxtil (MIETTINEN-OINONEN, et al., 2004). As celulases neutras utilizadas 

para obter efeitos mais acentuados em tratamentos mais intensos (55 ºC / 60 min), e as 

ácidas para tratamentos rápidos (45-55 ºC / 30 min). (CEGARA, 2000).   

Indústria de Detergentes: 

A aplicação de enzimas na formulação de detergentes substitui o uso de produtos 

cáusticos, ácidos e solventes tóxicos, que agridem o meio ambiente e que provocam o 

desgaste de materiais e de instrumentos. Os principais tipos de enzimas utilizadas em 

detergentes incluem amilases, proteases, lípases e celulases (MITIDIERE, 2002). 

As celulases são incluídas em muitos detergentes em pó, especialmente aqueles 

que são ativos na faixa alcalina, por conferirem ao produto propriedades que 

possibilitam a modificação da estrutura de fibras de celulose encontradas no algodão. 

As celulases são comumente adicionadas aos detergentes para limpeza de tecidos 

contribuindo para a eficiência da lavagem, conferindo alisamento do tecido através da 
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remoção de microfibras, preservam também a vivacidade das cores com um efeito 

amaciante. (MITIDIERE, 2002; PANDEY et al., 2011). 

 

Indústria de alimentos: 

 Sucos e néctar: Em meados de 1930, a indústria de sucos encontrou na aplicação 

das celulases, pectinases e hemicelulases o aumento do rendimento e a clareza 

necessária aos sucos. A celulase juntamente com hemicelulase e pectinase são 

denominadas enzimas de maceração, sendo aplicadas em duas etapas do processo:  

 após o esmagamento, na maceração da polpa da fruta ou na liquefacção parcial 

ou completa, aumentando o rendimento, reduzindo o  tempo de processamento do suco, 

e melhorando a extracção de componentes valiosos da fruta; 

 depois da extração de sumo, as pectinases são utilizadas para a clarificação, 

diminuindo a viscosidade de sumo de fruta antes da concentração,  aumentando a taxa 

de filtração e estabilidade do produto final. (BHAT, 2000). 

As enzimas de maceração também são aplicadas na industria de néctar e pures 

visando melhor estabilidade, textura e facilidade de concentração, assim como também 

na extração de carotenóides para a produção de corantes alimentares (PANDEY et al., 

2011).  

Óleo de oliva: Na década de 80 estudos revelaram que o uso das enzimas 

pectinase, celulase e hemicelulase tornavam a produção de oleo a partir das azeitonas 

mais eficiente.  Outros beneficios do uso de enzimas de maceração são a obtenção de 

um óleo com niveis elevados de anti-oxidantes e vitamina E, indução lenta da rancidez, 

melhor fracionamento por centrifugação do mosto oleoso e baixo teor de óleo nas águas 

residuais (BHAT, 2000). 

Indústria de papel e celulose:  
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Celulases e hemicelulases tem sido aplicadas visando modificações nas 

propriedades das fibras da pasta de papel e assim melhorando  a operação dos moinhos,  

descoloração das fibras recicladas, a partir da hidrólise parcial dos carboidratos (BHAT, 

2000). Recentemente as celulases tem sido utilizadas na preparação de papelão 

facilmente biodegradável, onde uma formulação estável de enzima é adicionada durante 

o processo de fabricação, sendo ativada quando entra em contato com umidade, 

ajudando a acelerar a degradação do cartão. A celulase é também empregada na 

fabricação de papel macio, como papel toalha e papel higiênico (PANDEY et al., 2011). 

Biocombustível:   

Os biocombustíveis são produzidos a partir de culturas alimentares, como cana-de-

açúcar, milho, beterraba e soja. No Brasil o etanol produzido a partir da sacarose do 

caldo de cana-de-açúcar é denominado Etanol de Primeira Geração e o Etanol de 

Segunda Geração ou Celulósico é obtido a partir da conversão dos compostos 

poliméricos presentes no material lignocelulósico em açúcares fermentescíveis. A 

produção de etanol celulósico envolve quatro etapas: pré-tratamento do material 

lignocelulósico, para a deslignificação do material; hidrólise dos carboidratos, onde 

ocorre a liberação dos açúcares fermentescíveis; fermentação etanólica e destilação. 

Entre as tecnologias para a conversão da celulose em açúcar está a hidrólise 

química, que utiliza um ácido ou uma base (concentrada ou diluída) e a hidrólise 

enzimática, que utiliza enzimas hidrolíticas. A hidrólise enzimática tem se destacado 

como a rota mais promissora, visto que apresenta taxa de hidrólise superior a rota 

química, devido a elevada especificidade , além de ocorrer em condições operacionais 

mais brandas, como pressão, temperatura e pH, não geram resíduos agressivos, 

eliminando assim a etapa de tratamento dos mesmos. Apesar da utilização comercial da 

rota enzimática apresentar dificuldades econômicas, devido ao custo elevado das 
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enzimas fibrolíticas, obtêm-se economias no processo, do ponto de vista energético, e 

metalúrgico, já que os equipamentos podem ser confeccionados com materiais menos 

nobres (FARINAS, 2008, CASTRO;PEREIRA, 2010).  

 

1.3. Produção das enzimas celulase por cultivo em estado sólido (CES) 

Uma opção para a redução dos custos da produção das enzimas está na 

possibilidade de usar resíduos agroindustriais por cultivo em estado sólido, 

principalmente em nível nacional. O Brasil se destaca por dispor de uma grande 

variedade de resíduos agroindustriais e agrícolas, como os oriundos da indústria de 

papel e celulose, derivados da madeira (serragem), usinas de açúcar e álcool (bagaço de 

cana e palha), culturas de trigo (palha e farelo de trigo), milho (casca e sabugo), arroz 

(cascas), laranja (bagaço) (RAMOS, 2003). O cultivo em estado sólido (CES) envolve o 

crescimento de microorganismos, geralmente fungos filamentosos em meio sólido 

insolúvel, o qual age como suporte físico e/ou fonte de nutrientes para os 

microorganismos. A quantidade de água no sistema é suficiente para garantir o 

crescimento microbiano e as atividades metabólicas das células. Os espaços entre as 

partículas sólidas contêm uma fase gasosa contínua e um mínimo de água, podendo 

haver gotículas de água entre as partículas, e películas de água na 

superfície destas, porém a fase aquosa entre as patículas é descontínua e a maior parte 

do inter-espaço é preenchido por partículas da fase gasosa. A maior parte da água no 

sistema é absorvido no interior das partículas sólidas. (DURAND et al., 1988; 

SINGHANIA et al, 2009; MITCHELL et al., 2005; RODRIGUEZ, 2005; RANI et al., 

2009).  
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Quando comparada com o cultivo submerso, o em estado sólido se destaca por 

melhor produção de enzimas, possibilidade do uso de resíduos agroindustriais como 

substrato, menor consumo de água, o que possibilita usar um reator de menor volume; 

apresentam condições de cultivo similares ao habitat natural dos microorganismos 

empregados, especialmente os fungos. Entretanto as desvantagens referem-se à 

dificuldade de controle do processo, principalmente a remoção do calor metabólico 

gerado pelo crescimento do microorganismo, podendo as enzimas produzidas durante o 

processo serem desnaturadas pelo calor ao final do processo. Segundo Mitchell e 

colaboradores (2005) a temperatura interna do biorreator pode apresentar-se até 20 °C 

acima da temperatura de incubação; outro fator refere-se à formação de gradientes de 

umidade e concentração de metabólito, fatores estes que implicam diretamente na 

ampliação de escala (COUTO; SANROMÁN, 2006; SINGHANIA et al., 2009). 

 

1.4. Fungos produtores de celulase  

Bactérias, fungos e algumas leveduras são capazes de sintetizar enzimas para a 

hidrólise de materiais lignocelulósico, podendo estes ser aeróbios ou anaeróbios 

mesófilos ou termófilos, dentre estes os fungos são os microrganismos mais utilizados 

pela indústria na produção de enzimas em CES devido à capacidade das hifas crescerem 

na superfície das partículas e penetrar nos espaços intra-partículas, colonizando os 

substratos sólidos (HOLKER;LENZ, 2005).  

Dentre os fungos filamentosos, os termofílicos têm se destacado uma vez que as 

enzimas sintetizadas têm boa estabilidade térmica, atividade ótima a altas temperaturas 

e altas taxas de hidrólise, geralmente apresentam-se mais resistentes a agentes 

detergentes e às enzimas proteolíticas, são estáveis em amplas faixas de pH, podendo 
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ser usadas em diferentes tipos de materiais e processos (HAKI, 2003, GOMES et al., 

2007.), além de vantagens durante o processo fermentativo como redução da 

contaminação por microrganismos mesófilos indesejáveis, possibilidade de trabalhar em 

temperaturas mais elevadas, favorecendo a solubilidade de substratos e produtos, e 

aumentando as taxas de reação por redução da viscosidade e por aumento do coeficiente 

de difusão dos substratos. (GOMES et al., 2007). Os fungos termofílicos possuem 

membrana celular composta por ácidos graxos saturados, o que proporciona um 

ambiente hidrofóbico e os mantêm rígidos o suficiente para viver a temperaturas 

elevadas (HERBERT; SHARP, 1992). As enzimas produzidas por estes 

microorganismos, apresentam caracterísitcas de grande importaância industrial, como 

resistência a solventes orgânicos e a temperaturas mais altas, sendo estáveis e ativas em 

temperaturas superiores à temperatura ótima para o crescimento do microorganismo 

(SABOTO et al., 1999). No presente estudo, foi utilizado o fungo termofílico moderado 

Myceliophthora thermophila M77, isolado pelo grupo do Laboratório de Bioquímica e 

Microbiologia Aplicada do IBILCE/UNESP, o qual se destacou por produzir boas 

quantidades de enzimas lignocelulolíticas em resíduos agroindustriais diversos 

(MORETTI et al., 2012). 

 

1.5. Aporte tecnológico às enzimas 

Apesar dos avanços obtidos nos processos de obtenção de enzimas, a 

consolidação da aplicação em processos tecnológicos depende dos produtos 

apresentarem-se altamente ativos e estáveis por longos períodos, mesmo quando 

armazenadas fora das condições ideais (SAMBORSKA et al., 2005).  Extratos 

enzimáticos aquosos, além do espaço que ocupam no transporte e armazenamento, têm 
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como outros inconvenientes a possibilidade de contaminação por microrganismos e 

maior suscetibilidade a deteriorações físicas (ex: agregação e precipitação), e químicas 

(ex: oxidação e deaminação) e até proteólise por enzimas do microorganismo 

contaminante, favorecidas pela mediação da água, durante as etapas de purificação, 

transporte, estocagem e aplicação (ARAKAWA et al., 1993; NAMALDI et al., 2006). 

Neste sentido, formulações enzimáticas desidratadas apresentam vantagens em relação 

aos extratos enzimáticos aquosos, proporcionando aumento da vida útil e praticidade no 

manuseio, mesmo à temperatura ambiente (LIAO et al., 2003). A remoção de água 

fracamente ligada ao conteúdo sólido do extrato bruto reduz o movimento livre das 

proteínas, minimizando mudanças conformacionais e desnaturação (BELGHITH et al., 

2001; SAMBORSKA et al., 2005; ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2007). A 

desidratação é considerada eficiente quando as moléculas de água são retiradas de tal 

maneira que a estrutura tridimensional das moléculas permaneça a mais intacta possível, 

pois, quanto mais uma enzima consegue manter o balanço iônico, melhor a preservação 

de suas funções biocatalíticas (Ó’FAGÁIN,1997; AEHLE, 1990).  

A secagem por atomização ou spray drying tem sido freqüentemente aplicada a 

materiais termos-sensíveis de setores industriais variados, tais como de alimentos (leite, 

soro de leite, chá, sopas e café) e farmacêutica (fármacos e produtos funcionais – 

vitaminas, enzimas, sangue e microorganismos), e também na agricultura (fungos 

entomopatogênicos) (PEIGHAMBARDOUST, et al., 2011). Caracteriza-se por ser um 

método de desidratação contínuo, rápido e de baixo custo, além de proporcionar 

materiais com propriedades físicas desejadas, e condições assépticas de processamento. 

(WERNER et al., 1993; MILLQVIST-FUREBY et al., 1999; DEPAZ et al., 2002; 

SAMBORSKA et al., 2005; NALMANDI et al., 2006; ALLOUE et al., 2007; COSTA-

SILVA, 2010).  
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A técnica consiste na atomização de materiais no estado líquido ou plástico 

(solução ou emulsão) dentro de uma câmara submetida a uma corrente controlada de ar 

quente, onde o contato das gotículas atomizadas e o ar promovem evaporação do 

solvente quase instantaneamente, obtendo-se o material pulverulento. O processo pode 

ser resumido em quatro estágios: atomização; contato do líquido pulverizado e o gás; 

evaporação do solvente (formação do produto, secagem) e recuperação do produto 

(coletor).  (MASTERS, 1979) A Figura 1.1, ilustra esquematicamente o processo de 

secagem em spray-dryer. 

 

 

Figura 1.1: Diagrama esquemático da secagem em mini spray-dryer. (Modificado de BURKI et 
al., 2011). 

 

A atomização ou sistema de pulverização transforma a solução/suspensão em 

gotículas e determina a distribuição do tamanho de partícula e área de troca térmica, 

sendo desejável uma elevada área superficial da gotícula, pois a associação da alta 

diferença de temperatura entre o ar quente e a gotícula resulta numa secagem quase 
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instantânea, o que juntamente com o resfriamento causado pela evaporação da água 

evita o superaquecimento do interior das gotículas, otimizando assim, a transferência de 

calor e massa (ROUSTAPOUR et al., 2006; CAL;SOLLOHUB, 2010; 

PEIGHAMBARDOUST, et al., 2011). Há vários tipos de atomização disponíveis 

dependendo da energia envolvida, sendo os principais atomizadores os bicos de pressão, 

duplo fluido, e o atomizador centrífugo. Os bicos de duplo fluido, também denominados 

pneumático, são bastante utilizados em escala laboratorial e plantas pilotos, uma vez 

que permitem o uso de câmaras menores e produzem boa dispersão de fluidos com 

baixa viscosidade. Neste modelo de atomizador, o fluxo do líquido é ―quebrado‖ em 

pequenas gotas pelo cisalhamento gerado pela diferença de velocidades entre a amostra 

e um segundo fluido, geralmente, ar pressurizado. (CAL; SOLLOHUB, 2010). Estudos 

com materiais sensíveis, como microorganismos, indicam esse modelo como mais 

apropriado (CHÁVEZ;LEDEBOER 2007). A mais recente tecnologia de atomização 

refere-se aos bicos supersônicos, com base em tecnologia de pulverização por vibração 

que permite a geração de gotículas muito pequenas e com tamanhos mais uniformes 

(PAUDEL et al., 2013). 

Na câmara de secagem as gotículas entram em contato com o gás de secagem, 

geralmente ar atmosférico. A temperatura de entrada e umidade do gás de secagem 

influenciam na evaporação e no teor residual do solvente, segundo Goula, et al. (2010) e 

Cal;Sollohub (2010) o uso de ar seco influi positivamente na densidade, escoabilidade e 

solubilidade do produto final. O projeto da câmara de secagem também constitui um 

parâmetro importante do processo, uma vez que diâmetros muito reduzidos afetam a 

atomização, devido à deposição de produto nas paredes. De acordo com a posição do 

atomizador existem três possíveis combinações de fluxo do liquido atomizado e do gás 

de secagem: co-corrente, contra-corrente e fluxo misto. Geralmente, a literatura indica 
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movimentação co-corrente, ou seja, entrada do gás de secagem e o bico atomizador 

posicionados na parte superior da câmara de secagem, proporcionando o encontro das 

gotículas com o gás de secagem em sua maior temperatura, resultando numa rápida 

evaporação (CAL; SOLLOHUB, 2010; PEIGHAMBARDOUST, et al., 2011). 

O sistema de separação gás-sólido é responsável por captar o pó, sendo utilizado 

um ciclone, onde o ar contendo certa quantidade de partículas entra no ciclone e 

descreve uma trajetória helicoidal, entretanto num certo momento há inversão do 

sentido da trajetória e as partículas sólidas são despejadas num coletor, localizado logo 

abaixo do ciclone, e o ar sai pela extremidade superior.  

A secagem de uma gota em spray drying é um fenômeno complexo com 

diferentes estágios de secagem, levando a diferentes temperaturas da gota e morfologia 

das partículas (FARID, 2003; MEZHERICHER et al., 2007; ESLAMIAN et al., 2009; 

SLOTH et al., 2009). No momento que as gotas do atomizado entram em contato com o 

ar de secagem, esta é aquecida de sua temperatura original até a temperatura de bulbo 

úmido (Tbu), iniciando o processo de evaporação da película de vapor saturado que 

circunda a superfície da gota, neste estágio existe umidade suficiente dentro da gota 

para repor a perda na superfície, assim a difusão da água do centro para a superfície da 

gota a mantém saturada e a evaporação ocorre a velocidade constante. Há encolhimento 

da partícula, aumento da concentração de sólidos e não há variação da temperatura 

dentro da partícula. Entretanto, no decorrer do processo, duas regiões distintas na 

partícula começam a ser observadas, uma crosta externa e uma região úmida interna, a 

espessura da zona seca aumenta com o tempo, provocando uma diminuição da 

velocidade de evaporação (PERRY & GREEN, 1997), pode ocorrer um aumento de 

temperatura correspondente ao acréscimo de calor sensível à partícula sólida, elevando 

acima da temperatura de bulbo úmido, permanecendo 15 a 20 °C abaixo da temperatura 
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do ar que sai do secador saturado (MILLQVIST-FUREBY et al., 1999; 

ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2007). Materiais termos-sensíveis devem ser 

mantidos nesta etapa final pelo tempo mínimo necessário à sua secagem aos níveis 

requeridos para sua estocagem e aplicação, sob risco de degradação. Assim, as 

condições de operação do equipamento devem ser ajustadas para que o mínimo de dano 

seja causado, uma vez que, dependendo das condições operacionais, a secagem pode 

trazer estresse térmico e cisalhante sobre a enzima que podem provocar danos às 

estruturas secundárias (alfa-hélice e beta-folha) e terciárias da cadeia peptídica, levando 

inclusive ao desenovelamento da enzima (MILLQVIST-FUREBY et al., 1999; DePAZ 

et al., 2002; NALMANDI et al., 2006).  

As degradações em estado sólido das proteinas podem ser classificadas em 

químicas e físicas, onde as instabilidades químicas envolvem modificações covalentes 

da proteína ou aminoácido residuais formando nova molécula e as físicas referem-se a 

mudanças na conformação tridimensional da proteína, e incluem desnaturação, 

agregação, precipitação e adsorção na superfície (LAI;TOPP, 1999). Para minimizar os 

efeitos negativos da secagem realiza-se o controle de parâmetros operacionais como 

temperatura de entrada e/ou saída do ar, concentração de sólidos, vazão de líquido, e 

faz-se uso de aditivos, visando proteção a enzima. A temperatura é uma das variáveis 

mais criticas do processo. Em um sistema co-corrente, a temperatura de entrada do gás 

de secagem é a primeira temperatura que o liquido entra em contato ao ser atomizado na 

câmara, podendo influenciar, dependendo da vazão do ar e de alimentação, na 

quantidade de solvente removido e propriedades do pó final. Por outro lado, a 

temperatura de saída, refere-se ao limite máximo admissível para a temperatura da 

partícula termo-sensível na saída do equipamento, sendo seu controle importante para 
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produtos como as enzimas (AMERI;MAA, 2006; CAL;SOLLOHUB, 2010), assim, 

neste trabalho optou-se por controlar a temperatura de saída do ar de secagem. 

Encontra-se na literatura a aplicação de diversos aditivos como maltodextrina, 

açúcares, celobiose, glicose, lactose, sucrose e trealose, os polímeros 

carboximetilcelulose, celulose micro-cristalina, dextrana e goma arábica, os polióis, 

glicerol, manitol, propileno glicol, sorbitol e xilitol, dióxido de silício coloidal 

(Aerosil®200), comumente aplicado na indústria farmacêutica. (BELGHITH et al., 

2001; DePAZ et al, 2002; SINGH; SINGH, 2003; SELIVANOV, 2005; NAMALDI et 

al., 2006; SLOTH et al., 2009; COSTA-SILVA, 2010). De acordo com Belghith e 

colaboradores (2001), os aditivos podem ser divididos entre protetores e estabilizadores. 

Os protetores evitariam a degradação das enzimas durante a secagem, enquanto que os 

estabilizadores manteriam as condições ideais para a manutenção da atividade 

enzimática durante a estocagem. Assim, testes específicos acerca dos aditivos 

adequados a cada função devem ser realizados para cada extrato enzimático a ser seco, 

assim como a quantidade mínima de agente de secagem, é desejável para evitar 

alterações nas propriedades do produto, e diminuir o custo do mesmo. Os adjuvantes 

utilizados no presente estudo foram: 

Maltodextrina (MD) - definida como um produto de amido parcialmente 

despolimerizado com um valor DE inferior a 20 (STORZ; STEFFENS, 2004). 

Consistem unidades de α-D-glicose ligadas principalmente por ligações glicosídicas (1 

→ 4), e são geralmente classificados de acordo com a sua equivalência de dextrose 

(DE). A DE de uma maltodextrina determina a sua capacidade de redução e está 

inversamente relacionada com o seu peso molecular médio (BEMILLER; WHISTLER, 

1996). As maltodextrinas são usados principalmente em materiais de que são difíceis de 

secar - como sucos de fruta, aromatizantes e edulcorantes e para reduzir os problemas 
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de aglomeração durante o armazenamento, melhorando assim a estabilidade do produto 

(BHANDARI et al., 1993). 

Goma Arábica (GA) - A goma arábica é o exsudato gomoso dessecado dos 

troncos e dos ramos da Acacia, em sua grande maioria da A.senegal ou A.seyal, um 

heteropolissacarídeo complexo com uma estrutura altamente ramificada de galactose, 

arabinose, ramnose e ácido glicurônico, contendo cerca de 2% de um componente 

protéico ligado covalentemente a esse arranjo molecular. (IDRIS et al., 1998; 

AZEREDO,2005) A goma arábica tem sido usada como um material de parede em 

microencapsulação por secagem por pulverização, principalmente por causa da sua boa 

capacidade de emulsificação e de baixa viscosidade em solução aquosa, o que auxilia o 

processo de secagem por pulverização. Além disso, proporciona uma boa retenção de 

substâncias voláteis e que confere proteção eficaz contra a oxidação (ROSEMBERG et 

al., 1990; ALLOUE et al., 2007). 

Celulose Microcristalina (MCC) (C6H10O5)n - uma forma despolimerizada 

parcialmente purificada de celulose, apresentando-se como pó branco, inodoro, insípido, 

cristalino composto por partículas porosas, comumente utilizada como excipiente na 

indústria farmacêutica pelas características supracitadas e por produzir comprimidos 

rígidos que desintegram rapidamente em água, devido ao inchamento das partículas de 

MCC e destruição das forças de ligação que as mantêm juntas (EK et al., 1994; ADEL  

et al., 2011). A MCC pode ser obtida por meio de hidrólise com ácidos minerais 

diluídos, a temperaturas elevadas, de qualquer material que é rico em celulose, como 

polpa de madeira, algodão, soja, bagaço e sabugo de milho, casca de arroz e amendoim 

(ADEL et al., 2011). A celulose, obtida como uma polpa a partir de materiais de plantas 

fibrosas, consiste em áreas de celulose amorfa e, regiões ordenadas, cristalinas. A MCC 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X10001207#bib12
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é descrito como celulose purificada e  parcialmente despolimerizada, com um grau de 

polimerização (DP) abaixo de 350 (ADEL et al., 2011). 

Dióxido de Silicio Coloidal (Aerosil®) – material inorgânico, apresentado como 

um pó branco fino, bastante adsorvente, com baixa densidade aparente e boas 

características de vazão, sendo comumente aplicado em secagem por spray-drying de 

extratos vegetais (ROWE;SHESKEY;OWEN, 2006). 

Uma grande variedade de morfologias pode ser obtida, dependendo das 

características das formulações e das condições operacionais, como densidade do gás de 

secagem e do líquido, tensão superficial e viscosidade do líquido, sendo a forma e o 

tamanho dos grãos do pó produzido não uniforme, pois as gotas geradas no atomizador 

exibem diferentes comportamentos durante a evaporação, podendo durante a secagem 

alguns materiais expandir e outros desintegrarem, gerar formas porosas mantendo a 

forma esférica ou contraírem, aumentando sua densidade, como pode ser visto na Figura 

1.2. As variações do formato das partículas e das características do pó estão geralmente 

relacionadas com a velocidade de secagem e composição da formulação (PERRY; 

GREEN, 1997; AMERI; MAA, 2006; SLOTH et al., 2009; CAL; SOLLOHUB, 2010; 

PAUDEL et al., 2013).  

 
a-Camadas com centro sólido; b-Camadas com centro oco; c-Porosa com poros fechados; d-Porosa com 

poros abertos; e-Nanopartículas dispersas em matriz sólida; f-Nanopartículas concentradas na 
superfífice; g-Partículas irregulares com gradientes internos de concentração 

 
Figura 1.2: Morfologia de partículas secas em spray dryer (Extraído e modificado de Vehring, 
2008) 
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Dentre as técnicas aplicadas a pós produzidos por spray drying para avaliar a 

morfologia das partículas, as micrografias obtidas por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) é a técnica mais utilizada, e a determinação da área superficial é 

analisada pelo método de isotermas de adsorção, sendo um dos modelos físicos mais 

comuns o BET (Brunauer-Emmett-Teller) (NERY et al., 2008; PARK et al., 2010; 

VOLLENBROEK et al., 2010; LI et al., 2011). 

Como pode ser observado, o processo de viabilização das enzimas não se limita 

ao estudo dos parâmetros de cultivo, mas também ao estudo operações unitárias, como a 

secagem por spray-dryer, que visam garantir a estabilidade e vida útil aceitável das 

enzimas. 
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2. OBJETIVOS 
 

O objetivo geral deste projeto é aplicar a técnica de spray drying à secagem de 

celulase fúngica visando produção de enzima pulverulenta com boa retenção de 

atividade e estabilidade ao longo do armazenamento.   

Os objetivos específicos: 

a) Analisar a viabilidade do uso de diferentes adjuvantes e as condições 

operacionais durante o processo de secagem do extrato bruto em spray dryer 

visando otimizar o processo de secagem afim de obter melhor retenção de 

atividade enzimática; 

b) Estudar a estabilidade da enzima seca durante armazenamento refrigerado e no 

ambiente, e comparar com a estabilidade do extrato bruto armazenado sob 

refrigeração e congelamento. 

c) Avaliar a característica física das partículas por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e área superficial por BET. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

As atividades experimentais deste trabalho foram realizadas no Laboratório de 

Bioprocessos e Biorreatores e no Laboratório de Bioquímica dos Processos e 

Microbiologia Aplicada (LBPMA) ambos do IBILCE/UNESP. 

3.1. Cultivo em Estado Sólido (CES) 

O microorganismo utilizado foi o fungo termofílico Myceliophthora 

thermophila M77, pertencente à coleção do LBPMA. Este se apresentava mantido em 

ágar Sabouraud a 7°C em refrigerador doméstico, imerso em água estéril e óleo 

mineral. 

A primeira etapa consistiu no repique para reativação da cepa armazenada, com 

auxílio de alça de platina. Em câmara de fluxo laminar, a cepa armazenada foi repicada 

para tubos de ensaio contendo 3 mL de meio Sabouraud inclinado e incubada a 45 °C 

por 48 h. Em seguida a superfície do meio de cultivo foi raspada com alça de platina e 

os esporos transferidos,como na etapa anterior, para erlenmeyers contendo 50 mL de 

meio Sabouraud inclinado e incubados a 45 °C por 48 h, etapa esta denominada pré-

inóculo. Posteriormente, os esporos foram suspendidos com auxílio de alça de platina 

em solução nutriente, descrita a seguir, contados em Câmara de Neubauer e inoculados 

à concentração de 106 esporos / grama de substrato seco.  

As condições de cultivo foram as otimizadas por Moretti (2010), sendo o 

substrato sólido a mistura (25,0 g de massa seca) de palha de milho e farelo de trigo, na 

proporção 1:1 (p/p), à umidade de 70% (b.u.) e temperatura de 40 °C, por 96 h em 

câmara DBO. O meio de cultivo foi acondicionado em embalagens de polipropileno, 

com dimensões de 25 cm x 30 cm, conforme pode ser visto na Figura 3.1, e 

esterilizados a 121 °C por 30 min. A solução nutriente foi composta por: sulfato de 
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amônio (1 %, v/v); MAP (Monofosfato de amônio) (3 g / L); cloreto de potássio (2 g / 

L);  MgSO4 . 7H2O (0,5 g / L); CaCl2 (0.1 g / L) e Tween 80 (0,1 %, v/v), ajustada a  

pH 5, sendo os três primeiros itens fertilizantes agrícolas adquiridos no comércio local. 

Antes da fermentação a palha de milho foi triturada com um picador de palmas, munido 

com uma peneira de 3 mm de diâmetro, sendo em seguida lavada em água corrente até a 

retirada de impureza física. Posteriormente, a palha de milho foi seca em estufa de 

convecção forçada a 60 °C até a obtenção de peso constante. O farelo de trigo também 

foi lavado em água corrente e seco em estufa a 60 °C até peso constante. 

Após o período de incubação de 96 horas, a amostra foi retirada do climatizador 

DBO e adicionado10 mL de água destilada por grama de substrato seco, seguido por 

agitação por 30 min em agitador orbital, a 100 rpm. A suspensão resultante foi filtrada 

em tecido voil, e utilizada como extrato enzimático bruto (EEB). 

 

 

Figura 3.1: Embalagem de polipropileno para CES com o fungo Myceliophthora themophila 
M77.após o período de incubação de 96 h em DBO a 45 °C (Figuras A e B). 
 

. 

 

A B
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3.2. Determinação das atividades de endoglucanase e xilanase. 

A atividade de endoglucanase (ou CMCase) e xilanase  foram determinadas 

segundo Ghose (1987), com modificações, sendo os açúcares redutores, expressos em 

glicose e xilose, respectivamente,  liberados pela ação enzimática a partir da reação 

entre 0,1 mL da solução enzimática bruta e 0,9 mL de solução 4% (p/p) de 

carboximetilcelulose (CMC) (Carboximetilcelulose sódica de baixa viscosidade, 

SIGMA-ALDRICH), para a enzima endoglucanase, e solução 1 % (p/p) de xilana (de 

madeira de faia, SIGMA-ALDRICH), para a enzima xilanase, ambos em solução 

tampão de acetato de sódio 0,1 M e pH 5,0. A reação foi mantida a 65 C por 10 min., 

sendo, interrompido pela adição de 1,0 mL do reagente DNS (ácido 3-5-

dinitrosalicílico) para a quantificação dos açúcares redutores liberados, segundo Miller 

(1959). O açúcar redutor foi quantificado por espectrofotometria a 540 nm com base em 

uma curva padrão de glicose e xilose. Uma unidade de atividade enzimática foi 

definida, como a quantidade de enzima requerida para liberar um µmol de açúcar 

redutor do substrato por minuto.  

A avaliação da atividade enzimática após a secagem em spray–dryer foi 

realizada reconstituindo-se o pó, com base no teor de sólidos totais da formulação 

liquida. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

3.3. Determinação da umidade e teor de sólidos 

As amostras foram analisadas em uma balança determinadora de umidade 

OHAUS MB45 (Toledo), onde o teor de umidade/sólidos totais foi mensurado por 

secagem em alta temperatura, através de elemento de aquecimento halogênio. A balança 

possui faixa de medição para umidade em base seca de 0,01 a 100%, com precisão de 
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leitura de 0,01%. A umidade foi determinada imediatamente após a obtenção dos pós e 

ao longo do período de armazenamento e o teor de sólidos do extrato enzimático bruto 

logo após a fermentação. 

 

 
3.4. Secagem em spray-dryer 

Os ensaios foram realizados no secador por nebulização, spray-dryer, modelo 

MSD 0,5 (Labmaq do Brasil), mostrado na Figura 3.2 dotado de bico atomizador de 

duplo fluido com orifício de saída de 1,0 mm e câmara de secagem cilíndrica de vidro 

borossilicato, com 51 cm de altura e diâmetro interno de 13 cm, sendo a coleta dos pós 

em um ciclone de alumínio. A temperatura de saída e a vazão de alimentação do liquido 

foram controladas, e a temperatura de entrada do ar de secagem monitorada. 

 

 
(A) 

 
 
 
 

 
(B) 

 
Figura 3.2: Figura 2.1: Secador spray-dryer empregado nos ensaios de discriminação de 
adjuvantes e otimização das condições de secagem (A)- Vista geral do equipamento com sua 
bomba peristáltica original; (B)- Bomba peristáltica substituta 
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Os ensaios de discriminação de adjuvantes (item 3.5.1) foram realizados com a 

bomba original do equipamento, que opera em vazões entre 0 e 16,7 mL/min. No 

entanto, as características construtivas desta bomba ocasionaram dificuldades 

experimentais, como entupimento e desgaste da mangueira de silicone de alimentação, 

de modo que a mesma foi substituída por uma bomba peristáltica externa QDOS -30 

(Watson-Marlow) para os experimentos de otimização das condições de secagem (item 

3.5.2). 

A operação foi iniciada com o aquecimento do gás de secagem. Após atingir 

temperatura desejada medida na saída da câmara de secagem, água destilada foi 

introduzida na alimentação do bico atomizador, na vazão pré-determinada para o 

experimento, até o equipamento entrar em regime permanente, sendo a água em seguida 

substituída pela amostra. Em todos os ensaios de secagem os parâmetros pressão do ar 

de atomização, vazão do ar de secagem e vazão do ar de atomização foram fixados em 

4,5 Kgf/cm², 0,55 m³/min e 50 L/min, respectivamente. A solução ou suspensão de EEB 

e adjuvante foi mantida em constante agitação, à temperatura ambiente, com auxílio de 

um agitador magnético. 

O efeito da secagem por spray dryer sobre as enzimas foi analisado através da 

atividade residual de atividade enzimática obtida após a secagem e a umidade dos pós 

imediatamente após o processo.  

 

3.4.1. Ensaios discriminativos dos adjuvantes 

O extrato enzimático utilizado nestes ensaios de discriminação do adjuvante que 

melhor protegesse as enzimas foi obtido conforme descrito no item 3.1. O extrato 

enzimático bruto utilizado foi de uma única fermentação. 
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O teste discriminativo seguiu um Planejamento Fatorial Multiníveis, com quatro 

fatores: tipo de adjuvante (Adj), temperatura de saída do ar de secagem (Ts) vazão de 

alimentação da solução ou suspensão no spray dryer (Qalim) e proporção em peso entre o 

extrato bruto e o adjuvante (P). O fator adjuvante foi estudado em três níveis e os 

demais fatores com dois níveis, como pode ser visto na Tabela 3.1. O teor de sólidos 

totais na formulação foi fixado em 10 % (p/p) para os adjuvantes maltodextrina (MD) e 

goma arábica (GA), e em 5% (p/p) para celulose microcristalina (MCC). Inicialmente 

foi ajustado o teor de sólidos do EEB com água destilada e completou o teor de sólido 

da formulação para 10 % ou 5 % (p/p) com adjuvante. 

 
Tabela 3.1: Planejamento estatístico fatorial multiníveis para a discriminação do adjuvante que 
proporcione maior retenção da atividade enzimática. 

Variáveis 
Níveis 

A B C 

Adjuvante MD GA MCC 

 Níveis 

 -1 1 

Ts (°C) 80 ± 4 110 ± 4 

Qalim (mL/min) 7,5 ± 0,3 13,5 ± 0,3 

Proporção EEB:Adj  0,5 : 9,5 1,5 : 8,5 

 

 

3.4.2.   Ensaios de Otimização 

Os ensaios para a otimização da condição ideal de secagem foram realizados 

com a mistura goma arábica e Aerosil® como adjuvantes, na proporção de 7:3 (p/p), 

mantendo-se fixa a concentração de sólidos do extrato enzimático em 1,5%. A goma 
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arábica foi escolhida com base nos ensaios de discriminação do adjuvante que 

proporcionou a maior retenção da atividade enzimática após a secagem. Os ensaios de 

otimização foram conduzidos seguindo-se um planejamento fatorial do tipo Box 

Behnken, com sete repetições no ponto central, sendo três fatores analisados: 

temperatura de saída do ar de secagem (Ts), vazão de alimentação da solução no spray 

dryer (Qalim) e concentração de sólidos totais na formulação (ST).  A matriz de 

planejamento é apresentada na Tabela 3.2. 

 

Tabela 3.2: Planejamento estatístico fatorial Box-Behnken para os ensaios de otimização das 
condições de secagem. 

Variáveis 
Nível 

-1 0 1 

Ts (°C) 70  90  110  

Qalim (mL/min) 8 12 16 

ST (%) 10 15 20 

 

 

3.5. Ensaios de armazenamento  

O EEB seco por spray-drying foi acondicionados em tubos Falcon®, envoltos com 

filme plástico, e armazenados à temperatura ambiente (30°C) e sob refrigeração (5°C) e 

a atividade de endoglucanase acompanhada quinzenalmente. Simultaneamente, 

amostras de EEB líquido foram armazenadas sob congelamento (-20 °C) e as atividades 

de endoglucanase igualmente avaliadas quinzenalmente. 

Analisou-se a atividade de endoglucanase das enzimas contidas nos pós após a a 

secagem em spray-dryer.Para tanto, as amostras pulverulentas foram diluídas em água e 

o teor de sólidos da formulação foi reconstituído. Foram realizadas determinações das 
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atividades de endoglucanase após os ensaios de discriminação de adjuvantes (item 

3.4.1) e de endoglucanase após os ensaios de otimização das condições de secagem 

(item 3.4.2). Após os ensaios de otimização de secagem, duas condições experimentais 

foram selecionadas para fornecer pós que seriam armazenados à temperatura ambiente 

(cerca de 30 oC) e sob refrigeração (5 oC). As condições selecionadas foram as que 

proporcionaram maior e menor retenção da atividade enzimática após o processo de 

secagem. 

 

3.6. Propriedades físico-químicas das endoglucanase 

Foram feitas avaliações do efeito do pH e da temperatura sobre as atividades da 

enzima endoglucanase do EEB liquido, da formulação EEB/Adj antes da secagem por 

spray-drying e da solução aquosa reconstituída a partir do pó seco, utilizando um 

planejamento estatístico fatorial rotacional de composto central, para análise por 

superfície de resposta, utilizando os tampões acetato de sódio (pH 3 – 5,5), MES (pH 

5,5) e HEPES (pH 7,26 – 8).  Na Tabela 3.3, estão apresentados os valores codificados e 

os originais para pH e temperatura. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 
Tabela 3.3: Valores utilizados no planejamento estatístico fatorial para a avaliação do efeito da 
variação de temperatura e pH sobre a atividade de endoglucanase. 

Variáveis 
Nível 

-1,4142 -1 0 1 1,4142 

pH 3 3,73 5,5 7,26 8 

Temperatura (°C) 40 57,67 65 82,67 90 
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3.7. Morfologia dos pós por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Os materiais foram fixados por 24 h em solução de glutaraldeído 2,5% em 

tampão fosfato (0,1 M; pH 7,3), pós-fixados em tetróxido de ósmio 0,5% no mesmo 

tampão por 30 min. O material foi seco em CO2 líquido em aparelho de Ponto Crítico 

CPD 010 (Balzers Union) e recobertos com ouro em metalizador MED da Balzers 

Union. A análise do material e a documentação fotográfica foram realizadas em MEV 

515 (Philips) no Centro de Microscopia Eletrônica (CME) do Instituto de Biociências 

da Unesp, campus Botucatu. 

 

3.8. Morfologia dos pós por análises superficial específica  

As medidas da área superficial específica dos pós obtidos nas condições de 

secagem que proporcionaram maior e menor retenção das atividades enzimáticas  foram 

determinadas a partir da adsorção física de N2 a quatro diferentes pressões, na 

temperatura de ebulição do nitrogênio líquido (77 K), por um analisador de área 

superficial modelo Gemini VII 2390p (Micrometics). Amostras de aproximadamente 

50mg (pós da melhor condição de secagem) e 10mg (pós da pior condição de secagem) 

foram pré-tratadas previamente no dispositivo Flow Prep 060 (Micrometrics) acoplado 

ao equipamento, para degasagem das amostras, a 80 ºC por 1 hora, sob pressão de 5 psi 

de N2 antes da análise para retirada de possíveis espécies adsorvidas na superfície. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

A proteção das endoglucanases é o foco do trabalho  porém visando compreender se 

os resultados obtidos nesta dissertação poderiam ser estendidos a outras enzimas 

lignocelulolíticas, em alguns ensaios avaliou-se também como respostas a retenção da 

atividade de xilanase. 

 

4.1. Testes preliminares 

 

4.1.1. Influência da etapa de centrifugação no extrato enzimático  

De acordo com o protocolo adotado pelo Laboratório de Microbiologia e 

Bioquímica Aplicada, a última etapa do processo de obtenção do extrato enzimático, 

consiste em centrifugar a solução obtida após o cultivo. Entretanto, após a centrifugação 

o extrato enzimático apresenta teor de sólido muito baixo, em torno de 1 %. Almejando 

padronizar as amostras e posterior, variação da proporção do teor de sólidos do extrato 

enzimático bruto e do adjuvante na solução a ser seca (EEB /adjuvante) decidiu-se 

trabalhar com o extrato sem centrifugá-lo. No entanto, suspeitou-se que os sólidos 

presentes na solução poderiam mascarar as atividades enzimáticas determinadas pelo 

método espectrofotométrico. Portanto, analisou-se a influência da etapa de 

centrifugação na atividade de endoglucanasease e de xilanase, sendo determinada a 

atividade enzimática da amostra centrifugada e não centrifugada. Na Tabela 4.1, estão 

expressos os valores das atividades enzimáticas relativas, sendo referência a amostra 

centrifugada.  
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Tabela 4.1: Atividade relativa do extrato enzimático não centrifugado 

 Atividade Relativa (%) 

Endoglucanase 100  

Xilanase 95,4  

 

 

Dos resultados obtidos, pode-se inferir que a etapa de centrifugação não 

interferiu na atividade endoglucanase, e apresentou uma ligeira variação, menor que 5 

% no valor da atividade xilanase, entretanto este valor pode ser atribuído ao erro 

intrínseco associado à determinação da atividade xilanolítica. Assim, para os demais 

ensaios desta dissertação optou-se por não centrifugar o extrato enzimático, de modo 

que o teor de sólidos do extrato enzimático bruto sem a etapa de centrifugação teve um 

valor médio de 2 %. Em termos de aplicação industrial, acredita-se que a manutenção 

do extrato enzimático com seu teor de sólidos original é interessante, pois dispensaria a 

etapa de centrifugação, que requer tempo e equipamento de alto custo. 

 
4.1.2. Estudo preliminar para os ensaios de discriminação dos adjuvantes. 

 Goma Arábica 

Goma arábica é um heteropolissacarídeo complexo com uma estrutura 

ramificada, solúvel em água, sendo a dissolução melhor a temperaturas em torno de 60 

°C. Assim, visando analisar a influência do preparo da solução de EEB e goma arábica 

sobre a atividade enzimática, em uma amostra o adjuvante foi dissolvido em água 

destilada no banho-maria (60 °C/ 1 h com agitação manual), e depois o EEB. foi 

adicionado à mistura, obtendo-se então a solução de alimentação. Outra amostra foi 

preparada ajustando-se o teor de sólidos do EEB. com adição de água destilada e, 
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posteriormente, a este foi adicionado o adjuvante, sendo a mistura levada ao banho-

maria a 60 °C por uma hora com agitação manual para a dissolução da goma arábica. As 

atividades enzimáticas das soluções foram determinadas logo após o preparo, no estado 

líquido e após a secagem, sendo os resultados apresentados em termos de atividade 

relativa (%) na Tabela 4.2. 

Tabela 4.2: Atividade relativa para endoglucanase e xilanase, com goma arábica (GA) 
dissolvida em água e na solução contendo extrato enzimático bruto. 

Atividade Relativa G.A. dissolvida em água G.A. dissolvida no EEB 

Endoglucanase 92,72 % 98,73 % 

Xilanase 105,23 % 100,09 % 

 

Observe-se que houve pouca influência do processo de preparo da solução, de 

modo que se optou por dissolver a goma arábica no EEB, devido à maior facilidade de 

preparo. Em estudo realizado por Moretti (2010), as mesmas enzimas, produzidas pelo 

mesmo microrganismo e nas mesmas condições de cultivo, mostraram-se termoestáveis 

quando mantidas em banho-maria a 65 °C por 1 hora, mantendo 90 % da atividade 

inicial. No presente estudo nota-se apenas ligeira diferença de atividade enzimática 

tanto para endoglucanase quanto para xilanase para o EEB quando mantido ou não em 

banho-maria a 60 °C por uma hora. 

 Celulose Microcristalina (M.C.C.) 

 A M.C.C. foi selecionada por ser um substrato natural para as celulases, o que 

tenderia a preservar a atividade das enzimas ao longo do armazenamento. Porém, a 

M.C.C. apresenta baixa solubilidade em água, cerca de 0,24 % (segundo dados 

fornecidos pelo fabricante - Synth), e, nas condições previstas pelo planejamento 

estatístico dos experimentos, é uma suspensão. Assim testou-se a concentração 
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máxima de sólidos da suspensão que poderia ser utilizada para a secagem sem causar 

problemas operacionais no spray-dryer. Formulações com 10%, 7,5% e 5% (p/p) de 

sólidos foram preparadas, sendo possível secar apenas a solução com 5 % de sólidos, 

uma vez que soluções com teores mais elevados entupiram o bico atomizador, mesmo 

quando este foi substituído pelo de maior diâmetro disponível (1,2 mm).  

Outro teste realizado foi verificar a atividade enzimática da amostra em 

suspensão (Figura 4.1A) e da amostra decantada (Figura 4.1B), a fim de analisar se a 

existência de partículas em suspensão alteraria os resultados do ensaio 

espectofotométrico. Como pode ser observado na Tabela 4.3 a análise de atividade 

para a amostra em suspensão e decantado são bastante próximas, possivelmente em 

decorrência do pequeno volume de amostra utilizado no método (0,1 mL com diluição 

de quatro vezes para endoglucanaase e onze vezes para xilanase). 

 

Figura 4.1: Amostra do extrato enzimático bruto e celulose microcristalina: em suspensão (A) e 
decantada (B). 
 

Tabela 4.3: Atividade enzimática do EEB. com MCC em suspensão e decantado 

 Endoglucanase (U/mL) Xilanase (U/mL) 

Em suspensão 6,76 ± 0,08 127,89 ± 2,24 

Decantado 6,81 ± 0,62 114,82 ± 3,21 

 

A B



35 
 

4.2. Ensaios de secagem 

Devido às grandes variações de temperatura e de umidade por qual passa a 

partícula na câmara de secagem, a formulação deve ser projetada para manter as 

características ao longo do processo de secagem, ou atingir uma característica específica 

ao final da operação, sendo assim os ensaios de secagem seguiram uma ordem até a 

obtenção da melhor condição para retenção da atividade enzimática de endoglucanase, 

qual seja a de secagem do extrato enzimático bruto sem a adição de adjuvantes, ensaios 

de discriminação do adjuvante mais adequado à secagem e otimização das condições de 

secagem com o adjuvante selecionado. 

. 

4.2.1. Secagem do extrato enzimático bruto sem agentes de secagem 

 Com o intuito de analisar o efeito do processo de secagem sobre o extrato 

enzimático bruto (EEB), realizou-se a secagem no spray-dryer nas seguintes condições: 

Ts = 80 °C e Qalim = l0,5 mL / min. Comparou-se a conservação da atividade das 

endoglucanases antes e após a secagem, ou seja valor apresentado no t = 0, e durante o 

armazenamento do pó seco em freezer doméstico (Figura 4.2). Os valores estão 

apresentados em termos de atividade relativa (A.Re.) em relação a atividade enzimática 

do EEB liquido. 
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Figura 4.2: Atividade relativa endoglucanase do EEB, sem adição de adjuvantes, secos por 
spray dryer armazenados em freezer doméstico. 

 

Em um processo sem uso de adjuvantes, nota-se uma conservação de apenas 

53,84 % da atividade endoglucanase imediatamente após o processo e, uma tendência 

de queda ao longo do tempo de armazenamento em freezer doméstico, retendo ao final 

de três meses 32,60 % da atividade endoglucanase. 

Em sua grande maioria, a atividade de proteínas e enzimas está relacionas à sua 

estrutura terciária, sendo, desejável em um processo de desidratação, em que a água seja 

retirada de tal forma que as moléculas destes compostos mantenham sua estrutura 

tridimensional o mais intacta possível. (PARTRIDGE et al., 1998; LEE; DORDICK, 

2002). Embora a temperatura da gota não se eleve até a temperatura do gás de secagem, 

mantendo-se em torno da temperatura de bulbo úmido a maior parte do processo, a alta 

velocidade do processo pode acarretar danos físicos nas moléculas de proteína e alto 

cisalhamento, desfavorecendo a estabilidade. As tensões cisalhantes também 

decorrentes da atomização, contribuindo para à desnaturação das proteínas 

(CARPENTER et al., 1997; MILLQVIST-FUREBY et al,, 1999; 

ANANDHARAMAKRISHNAN et al,, 2007; KRISHNAIAH et al., 2012). 

http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A(Krishnaiah%2C+Duduku)
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A heterogeneidade do extrato bruto é um fator relevante, sua composição não é 

totalmente conhecida, entretanto, pode-se afirmar que, em decorrência de análises 

anteriores de carboidratos há presença de açúcares como glicose, xilose, arabinose e 

celobiose. As interações da proteína com os demais componentes do extrato bruto são 

desconhecidas, porém supõe-se a formação de ligações desses com a água, estabilizam a 

proteína, assim, quando água é removida rapidamente, como no spray-drying, surgem 

fenômenos de mobilidade das espécies a velocidades distintas, que expõe a proteína a 

condições severas, impedindo a formação de ligações mais fortes. No spray-drying, a 

gota passa por diferentes estágios de secagem: aquecimento até a temperatura de bulbo 

úmido, encolhimento da partícula e aumento da concentração de sólidos (FARID, 2003) 

de modo que as ligações químicas são instáveis. Devido à redução do tamanho da gota, 

as espécies de maior peso molecular, dentre as quais as proteínas, tendem a ocupar a 

superfície da gota, expondo-as a condições severas de temperatura e cisalhamento, 

enquanto que os compostos de menor peso molecular, como os açúcares, tendem a 

mover-se para o centro da gota e, num primeiro momento, formam fortes ligações com a 

água (FÄLDT;BERGENSTAHL, 1994).  Com o prosseguimento da secagem, devido à 

diferença de concentração, a água tem que se mover para a superfície por difusão 

molecular, através da camada superficial rica em proteínas, tendendo a afetá-las. Assim, 

é de vital importância aplicação de adjuvantes para minimização dos efeitos negativos 

do processo. 

 Materiais com presença de açúcares, como o EEB, apresentam, após a rápida 

remoção da umidade, um pó amorfo altamente higroscópico, refletindo em problemas 

de estabilidade do produto, baixos rendimentos, decorrente da aderência nas paredes das 

câmaras, além de outros problemas operacionais. A adesividade é atribuída a uma 

elevada concentração de açúcares de baixo peso molecular, de baixa temperatura de 
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transição vítrea (Tg) (KRISHNAIAH et al., 2012), resultando em tendência à adesão na 

câmara de secagem e no ciclone de separação, como pode ser visto na Figura 4.3, 

resultando em baixo rendimento, uma vez que a quantidade de pó depositado no coletor 

é muito pequena. 

 

Figura 4.3: Secagem do EEB no spray dryer sem adição de adjuvantes. Destaques: Schott e 
ciclone ao final da secagem. 
 
 
 

4.2.2. Ensaios discriminativos dos adjuvantes. 

A Tabela 4.4 apresenta os parâmetros operacionais e os resultados dos ensaios 

de secagem do EEB. com os adjuvantes maltodextrina (A), goma arábica (B) e celulose 

microcristalina (C). As atividades enzimáticas dos pós estão expressas em relação às do 

liquido antes do processo de secagem. É possível observar valores de umidade variando 

de 2,98 % até 14,28 % (b.s.), sendo o menor valor obtido na corrida n°22 utilizando 

celulose microcristalina como adjuvante e o maior na corrida n°8 com maltodextrina. Já 

a conservação da atividade enzimática após a secagem variou de 41,44 % a 116, 97 % 

para endoglucanase e para xilanase de 26,52 % até 119,95 %. Todos os ensaios foram 

realizados com três repetições, sendo apresentados os valores médios. 

http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A(Krishnaiah%2C+Duduku)
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Tabela 4.4: Parâmetros operacionais e resultados obtidos nos ensaios discriminativos de 
secagem em spray dryer de extrato enzimático bruto acrescido de adjuvante. 

C
or

ri
da

 

Adj Ts (°C) 
Qalim 

(ml/min) 

Proporção 

EEB: Adj 

Atividade Residual (%) 
 

Ufinal 

(%, b.s.) Endogluc Xilanase 

1 A 

M
al

to
de

xt
rin

a 
(M

D
) 

-1 80 -1 7,5 -1 0,5 :9,5 116,97 85,57 5,72 

2 A -1 80 -1 7,5 1 1,5 : 8,5 116,06 117,67 9,15 

3 A -1 80 1 13,5 -1 0,5 : 9,5 102,70 95,66 5,85 

4 A -1 80 1 13,5 1 1,5 : 8,5 103,54 86,81 5,40 

5 A 1 110 -1 7,5 -1 0,5 : 9,5 81,60 108,74 5,43 

6 A 1 110 -1 7,5 1 1,5 : 8,5 95,52 81,89 5,85 

7 A 1 110 1 13,5 -1 0,5 : 9,5 96,67 89,32 3,42 

8 A 1 110 1 13,5 1 1,5 : 8,5 108,70 109,43 14,28 

9 B 

G
om

a 
A

rá
bi

ca
 (G

A
) 

-1 80 -1 7,5 -1 0,5 : 9,5 103,64 119,38 8,01 

10 B -1 80 -1 7,5 1 1,5 : 8,5 98,63 119,95 5,78 

11 B -1 80 1 13,5 -1 0,5 : 9,5 111,89 119,07 7,74 

12 B -1 80 1 13,5 1 1,5 : 8,5 94,72 115,52 7,22 

13 B 1 110 -1 7,5 -1 0,5 : 9,5 103,93 107,83 4,92 

14 B 1 110 -1 7,5 1 1,5 : 8,5 93,22 110,98 3,78 

15 B 1 110 1 13,5 -1 0,5 : 9,5 112,82 101,56 5,27 

16 B 1 110 1 13,5 1 1,5 : 8,5 109,42 119,13 4,16 

17 C 

C
el

ul
os

e 
M

ic
ro

cr
is

ta
lin

a 
((

M
C

C
) 

-1 80 -1 7,5 -1 0,5 : 9,5 73,14 29,25 5,72 

18 C -1 80 -1 7,5 1 1,5 : 8,5 52,10 48,98 5,54 

19 C -1 80 1 13,5 -1 0,5 : 9,5 78,29 48,38 5,57 

20 C -1 80 1 13,5 1 1,5 : 8,5 48,92 26,52 5,63 

21 C 1 110 -1 7,5 -1 0,5 : 9,5 74,89 24,43 4,32 

22 C 1 110 -1 7,5 1 1,5 : 8,5 43,71 29,96 2,98 

23 C 1 110 1 13,5 -1 0,5 : 9,5 61,84 59,34 4,64 

24 C 1 110 1 13,5 1 1,5 : 8,5 41,44 27,22 4,44 
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É possível observar uma relação entre Atividade Residual (A.Re.) e proporção 

de teor de sólidos de EEB e Adj (P), onde maiores valores de A.Re. foram obtidos nas 

formulações com maior concentração de adjuvante (0,5:9,5 EEB.:Adj), tanto para 

endoglucanase (A.Re. = 93%), como para xilanase (A.Re. = 94,6 %). Em relação à 

temperatura de saída do ar, também se observam maiores valores de A.Re. na menor 

temperatura de secagem (80 °C).  

As respostas de Atividade Residual foram submetidas à análise de variância, 

sendo identificados como parâmetros significativos para retenção da atividade 

endoglucanase a temperatura de saída do gás de secagem (Ts), a proporção de teor de 

sólidos entre o EEB e o adjuvante (P), e a interação entre os parâmetros adjuvante e a 

proporção (P), como pode ser visto na Tabela 4. 5. O parâmetro, vazão de alimentação 

(Qalim), não foi significativo para a retenção da atividade enzimática na faixa analisada; 

contudo, não se pode generalizar a não influencia desta variável no processo de secagem 

por spray drying, sendo necessário expandir a faixa de estudo para confirmação da 

premissa. Outro aspecto que deve ser levado em consideração na análise da vazão de 

alimentação é que, embora o mostrador da bomba peristáltica do equipamento indicasse 

valores entre 3,3 e 6,7 mL/min para a vazão de alimentação, testes realizados com água 

para aferição da vazão resultaram nos valores selecionados 7,5 e 13,5 mL/min, 

possivelmente acima da capacidade de secagem do equipamento, que, de acordo com o 

fabricante, é igual a 8,3mL/min, justificando a não significância da variável vazão. 

Uma equação relacionando a retenção de atividade enzimática endoglucanase 

com os parâmetros do processo foi obtida por regressão linear múltipla, sendo o 

coeficiente de determinação (R2) para o ajuste do modelo estatístico igual a 0,964, 

demonstrando que o modelo de regressão é determinístico para a conservação de 

atividade englucanasase nas condições estudadas. 
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Tabela 4.5: Análise de variância para resposta atividade endoglucanase, nos ensaios de 
discriminação dos adjuvantes. 

             ANOVA                                                                        R² = 0,964 

Parâmetro GL SQ F p 

Adj 2 10250,82 97,53 0,000 

Ts 1 245,97 4,68 0,059 

Qalim 1 12,81 0,24 0,633 

P 1 526,27 10,01 0,011 

Adj x Ts 2 287,52 2,74 0,118 

Adj x Qalim 2 117,91 1,12 0,367 

Adj x P 2 1021,95 9,72 0,006 

Ts x Qalim 1 142,63 2,71 0,137 

Ts x P 1 45,11 0,86 0,378 

Qalim x P 1 0,27 0,01 0,945 

Erro 9 472,95   

Total 23 13124,21   

*Adj = Adjuvante; Ts = Temperatura de saída do ar de secagem (°C); Qalim = Vazão de 
alimentação (ml/,min); P = Proporção de Teor de Sólidos entre o E.E.B. e o Adjuvante;  
 
 

A análise revelou, para as faixas operacionais selecionadas, uma tendência de 

melhores atividades residuais para os adjuvantes maltodextrina (MD) e goma arábica 

(GA), assim como para a menor proporção EEB:Adj, 0,5:0,95 e para a menor 

temperatura de saída do gás de secagem (Ts = 80 °C), como pode ser observado na 

Figura 4.4.  
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Figura 4.4: Média das atividades residuais de endoglucanase para cada um dos fatores 
analisados nos ensaios de discriminação dos adjuvantes. 

 

Para a atividade residual de xilanase, a análise de variância indicou apenas o 

parâmetro adjuvante (Adj) como significativo, como pode ser visto na Tabela 4.6, e os 

melhores resultados foram obtidos com goma arábica (GA), como se constata na Figura 

4.5. A interação entre os parâmetros adjuvante e proporção de teor de sólidos EEB. e 

Adj (Adj x P) gerou um valor da estatística p quase significativo a 95% de significância 

(p = 0,054). A equação relacionando os parâmetros do processo e a A.Re de xilanase 

apresentou um ajuste com maior variabilidade do que o observado para endoglucanase 

(R² = 0,8647), haja visto que apenas um dos fatores analisados foi significativo no nível 

de significância adotado. 
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Tabela 4.6: Análise de variância para resposta atividade xilanase, nos ensaios de discriminação 
dos adjuvantes. 

           ANOVA                                                                     R² = 0,8647 

Parâmetro GL SQ F p 

Adj 2 16089,9 18,89 0,000 

Ts 1 171,7 0,42 0,531 

Qalim 1 395,8 0,98 0,348 

P 1 918,7 2,27 0,166 

Adj x Ts 2 1104,3 1,37 0,303 

Adj x Qalim 2 464,6 0,57 0,582 

Adj x P 2 3328,9 4,12 0,054 

Ts x Qalim 1 37,6 0,09 0,767 

Ts x P 1 515,7 1,28 0,288 

Qalim x P 1 231,0 0,57 0,469 

Erro 9 3639,3   

Total 23 26897,5   

*Adj = Adjuvante; Ts = Temperatura de saída do ar de secagem (°C); Qalim = Vazão de 
alimentação (ml/min); P = Proporção de Teor de Sólidos entre o E.E.B. e o Adjuvante;  
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Figura 4.5.: Variação da variável de resposta atividade residual de xilanase em função dos 
níveis das variáveis controladas, nos ensaios de discriminação dos adjuvantes. 

 
 
 

Em relação ao teor de umidade do pó obtido, nenhum dos parâmetros analisados 

revelou-se significativo, tendo o modelo um coeficiente de determinação R² = 0,6497 ou 

seja, o modelo tem uma forte componente não determinística. Como pode ser visto na 

Tabela 4.7, a interação entre adjuvante e proporção do teor se sólidos resultou no menor 

valor p (0,113), reafirmando sua importância para o processo como um todo. 

Apesar dos parâmetros não serem significativos, é possível estabelecer algumas 

relações para a umidade. Os menores valores de umidade foram obtidos nos ensaios 

com maior temperatura de saída do ar de secagem (110 °C), menor vazão de 

alimentação (7,5 ml/min) e menor concentração de adjuvante (1,5:8,5 (EEB.:Adj)), à 

exceção do adjuvante maltodextrina, cuja menor umidade esteve relacionada à maior 

vazão de alimentação (13,5 ml/min) e maior concentração de adjuvante (0,5:9,5 (EEB.: 

Adj)).  Em relação aos adjuvantes utilizados, os menores valores de umidade média 
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estão associados à M.C.C., seguidos da G.A. e MD, com 4,83 %, 5,86 % e 6,88 % (b.s.), 

respectivamente; assim, supõe-se que, devido à pouca solubilidade deste material em 

água, esta estaria mais disponível para sua transferência para o ar de secagem. 

Tabela 4.7: Análise de variância para resposta umidade nos ensaios de discriminação dos 
adjuvantes 

                ANOVA                                                                      R² = 0,6497 

Parâmetro GL SQ F p 

Adj 2 16.556 1,76 0,227 

Ts 1 7,964 1,69 0,226 

Qalim 1 1,715 0,36 0,561 

P 1 2,397 0,51 0,493 

Adj x Ts 2 11,755 1,25 0,332 

Adj x Qalim 2 0,084 0,01 0,991 

Adj x P 2 24,466 2,81 0,113 

Ts x Qalim 1 5,429 1,15 0,311 

Ts x P 1 2,272 0,48 0,505 

Qalim x P 1 3,908 0,83 0,386 

Erro 9 42,350   

Total 23 120,895   

*Adj = Adjuvante; Ts = Temperatura de saída do ar de secagem (°C); Qalim = Vazão de 
alimentação (l/h); P = Proporção de Teor de Sólidos entre o E.E.B. e o Adjuvante;  
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Figura 4.6: Média das umidades finais dos pós para cada um dos fatores analisados nos ensaios 

de discriminação dos adjuvantes. 

 

Embora a vazão de solução ou suspensão não tenha sido um fator 

estatisticamente significativo nas análises dos ensaios de discriminação dos adjuvantes, 

sua relação com as temperaturas de entrada (Te) e saída do ar de secagem e, 

conseqüentemente, com a temperatura média na câmara de secagem, não podem ser 

negligenciadas. Durante os ensaios, a temperatura de saída da câmara e a vazão de 

solução ou suspensão foram as variáveis controladas e constatou-se aumento da 

temperatura de entrada do gás de secagem para maiores vazões de alimentação, como 

pode ser observado na Tabela 4.8. A variação entre Te e Ts (∆T) pode ser atribuída ao 

aumento da taxa de evaporação da água com o aumento de Q, ou seja, para manter Ts 

constante é necessário que haja aumento de Te para que mais água seja evaporada 

(AMIGHI et al, 2008; AGHBASHLO et al.,2013). Deste modo, apesar de Q não ter sido 
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um fator significativo, indiretamente afeta a temperatura interna da câmara, este sim um 

fator importante na manutenção das atividades das enduglucanase. 

Tabela 4.8: Valores observados para temperatura de entrada do ar conforme variação da vazão 
de alimentação. 

Q (ml/min) Tsaída (°C) Tentrada médio (°C) ∆T (°C) 

7,5 80 135 55 

110 185 75 

13,5 80 165 85 

110 205 95 

 

 

 

A literatura é unânime quanto á importância do uso de adjuvantes na secagem de 

bioativos, como as enzimas, uma vez que processos como spray-drying induz ao stress, 

podendo levar a instabilidades químicas e/ou físicas; entretanto os mecanismos de 

estabilização destes compostos no estado sólido ainda não são bem definidos 

(CHANG;PIKAL 2009). Segundo Carpenter & Crowe (1984) e Chang & Pikal (2009) 

mudanças na estrutura secundária das proteínas (α-hélice, β-folha) observadas nos 

processos de secagem como spray-drying são atribuídas à remoção de moléculas de 

água de hidratação, necessárias para formação de ligações de hidrogênio que 

estabilizam a estrutura secundária, sendo, portanto, necessário o uso de um adjuvante 

que interaja estequiometricamente com as proteínas nos sítios específicos.  

Dentre os adjuvantes utilizados, a maltodextrina e a goma arábica formam uma 

solução quando adicionadas ao EEB, ao contrário da celulose microcristalina que resulta 

em suspensão. Assim, supõe–se que os grupos hidroxilas da maltodextrina e da goma 

arábica formam ligações de hidrogênio com a molécula da proteína, substituintes às da 
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água, rompidas durante a secagem. Já o efeito negativo observado com o uso da 

celulose microcristalina, pode estar relacionado à sua alta estabilidade de sua estrutura, 

com pequena quantidade de substituintes polares que possam se ligar às proteínas. Desta 

forma, a celulose microcristalina não estaria formando ligações suficientes com os 

compostos do EEB, os quais estariam se depositando sobre o adjuvante, sem serem 

adsorvidos quimicamente pelo mesmo. Portanto, durante a secagem, que ocorre mais 

eficientemente devido à baixa solubilidade do material, as proteínas ficam mais 

expostas aos efeitos do processo, ao contrário do que deve ocorrer com os adjuvantes 

maltodextrina e goma arábica, que protegem fisicamente os compostos do EEB, 

colaborando para a manutenção da estrutura nativa das proteínas analisadas por 

estabilização termodinâmica de sua conformação. Comportamento semelhando foi 

observado por Machado (2011) que obteve maiores degradações de compostos termos-

sensíveis, como flavonóides totais e marcadores químicos, quercetrina e afzelina, do 

fitoterápico Copaifera langsdorffi ao utilizar celulose microcristalina como excipiente, e 

Tonon et al. (2010) em relação à preservação da atividade antioxidante de açaí quando 

seco em spray-dryer utilizando adjuvante de baixa solubilidade em água, o amido de 

tapioca. 

Outras propostas de mecanismos de proteção têm sido reportadas na literatura, 

como a teoria relacionada à característica amorfa do material sólido formado, onde a 

estabilidade é conseqüência do aprisionamento das proteínas em um sólido amorfo, 

minimizando dessa forma, a mobilidade molecular no sólido e conseqüente degradação 

por desdobramento ou outra degradação que requer mobilidade.  (CONSTANTINO et 

al., 1994; CHANG; PIKAL, 2009; COSTA-SILVA et al., 2010). 
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4.2.3. Ensaios de otimização das condições de secagem 

Os ensaios de secagem para otimização da retenção da atividade enzimática 

foram incialmente realizados para as enzimas endoglucanases e xilanases, porém esta 

ultima apresentou grande oscilação em relação ás repetições dos ensaios,sendo assim, 

prossegui-se o trabalho com a enzima endoglucanse, real foco do trabalho. No Anexo 1 

estão apresentados os valores codificados e as resposta das atividades residuais  da 

xialanse obtidos. 

Após selecionar o adjuvante goma arábica, buscou-se otimizar as condições de 

secagem visando a manutenção da atividade das endoglucanases. Nestes ensaios, o teor 

de sólidos do EEB  foi fixado em 1,5 %, sendo analisado os fatores temperatura de saída 

do ar de secagem (Ts), vazão de alimentação do spray-dryer (QAlim) e sólidos totais 

presentes na amostra (ST),  através de um planejamento Box-Behnken. Os ensaios 

foram realizados com três repetições, sendo a média da atividade residual e da umidade 

final dos pós apresentados na Tabela 4.9. 
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Tabela 4.9: Valores codificados e respostas da atividade residual da endoglucanase e umidade 
final dos pós nos ensaios de otimização das condições de secagem. 

Ensaio Ts (°C) 
Qalim 

(mL/min) 
ST (%) 

Atividade 

Residual 

(%) 

DP 

% 

Umidade 

(b.s.) 

1 -1 70 -1 8 0 15 99,74 0,21 5,88 

2 1 110 -1 8 0 15 70,65 2,17 2,59 

3 -1 70 1 16 0 15 92,85 0,79 8,22 

4 1 110 1 16 0 15 79,18 0,77 3,43 

5 -1 70 0 12 -1 10 97,07 0,52 8,20 

6 1 110 0 12 -1 10 82,94 3,75 3,75 

7 -1 70 0 12 1 20 91,63 0,75 6,07 

8 1 110 0 12 1 20 83,12 0,93 3,26 

9 0 90 -1 8 -1 10 95,81 1,40 3,35 

10 0 90 1 16 -1 10 88,76 2,39 5,42 

11 0 90 -1 8 1 20 100,76 0,28 3,59 

12 0 90 1 16 1 20 85,82 1,30 4,99 

13 0 90 0 12 0 15 94,69 0,25 4,05 

14 0 90 0 12 0 15 94,34 1,63 4,16 

15 0 90 0 12 0 15 94,85 1,98 4,65 

16 0 90 0 12 0 15 94,76 1,34 4,20 

17 0 90 0 12 0 15 96,40 1,28 4,15 

18 0 90 0 12 0 15 92,54 1,35 4,11 

19 0 90 0 12 0 15 94,18 0,54 4,33 

Média Global 91,1  4,6 
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Conforme as condições aplicadas na secagem spray-drying, a atividade residual 

de endoglucanase variou de 70,65 a 100,76 %, ensaios 2 e 11, respectivamente. Ainda 

que a faixa de variação de A.Re. tenha sido ampla, a média foi elevada, 91,1%, com 

intervalo de confiança a 95% de significância (IC) baixo, 3,4%. Da mesma forma, 

observou-se valores de umidade de 2,59 a 8,22 % (b.s), ensaios 2 e 3, respectivamente, 

e média das umidades dos pós e  IC baixos, 4,6% ± 0,7%. A partir dos dados 

apresentados notam-se melhores condições de conservação nas menores temperaturas 

(70 e 90 °C), e menores vazões de alimentação (8 e 12 ml/min). Tal observação é 

comprovada pelas curvas de contorno (Figura 4.7) e pela condição ótima de secagem 

obtida pela solução das equações canônicas, que indicou máxima atividade para 

temperatura de saída do ar de 74 oC (refletindo em um valor médio de temperatura de 

entrada de 130 °C) e vazão de alimentação de 8 ml / min.  

Observações similares de impactos da degradação de enzimas relacionados a 

altas temperaturas de secagem são comumente reportados na literatura (NAMALDI et 

al., 2006; ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2007; YOSHII et al., 2008; BURKI et 

al., 2011). Estudos sugerem que os efeitos negativos do processo ocorrem no período de 

queda da taxa de secagem, ou seja, nos últimos estágios do processo, quando o 

gradiente de umidade é baixo e a difusão da água para a superfície da gota não consegue 

manter a saturação, de modo que e a temperatura da gota aumenta, aproximando-se da 

temperatura de saída do ar de secagem (AMERI; MAA, 2006; SLOTH et al., 2009; 

SCHUTYSER et al., 2012). 

Em relação ao teor de sólidos, nota-se que os resultados obtidos para teor de 

sólidos totais na formulação, não suporta a hipótese sugerida anteriormente, de que 

maiores concentrações de adjuvante, resultariam em maior proteção ao bioativo, 

podendo-se então inferir que existe um limite para a concentração de adjuvante utilizada 
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abaixo do qual haveria influência desta variável. As curvas de contorno quadráticas 

(Figura 4.7 B e C) e a análise de variância (Tabela 4.11) corroboram a percepção de não 

influência da concentração do adjuvante, o que do ponto de vista econômico sugere 

menor concentração de adjuvantes na formulação, ou seja, 10 %, uma vez que se estaria 

comercializando uma maior quantidade de bioativos. No entanto, ensaios 

complementares deveriam ser realizados para identificar-se o valor da menor 

concentração admissível para o adjuvante sem ocasionar perda da sua capacidade de 

proteção às proteínas. Concentrações próximas à mínima encontrada no presente 

trabalho são reportadas na literatura como adequadas. Costa-Silva (2010) fez ensaios 

para discriminar adjuvantes (maltodextrina, manitol, goma arábica, trealose, sacarose, 

β-ciclodextrina e lactose) para a secagem de lipases e, dentre as concentrações testadas, 

observou a concentração de 10 % como a mais adequada; a concentração mais baixa 

empregada, 10 %, de goma arábica também foi melhor para a preservação de 

bifidobactérias no estudo de Lian et al (2002). Segundo 

ANANDHARAMAKRISHNAN et al., (2007) alta concentração de sólidos da solução 

resulta em uma crosta mais espessa na superfície da partícula que, associado à altas 

temperaturas do gás de secagem e elevadas taxas de alimentação, resulta na formação 

rápida de uma massa seca, enquanto o interior ainda está úmido, favorecendo assim a 

desnaturação das proteínas. 

As equações das curvas de contorno traçadas a partir do modelo quadrático são 

fornecidas na Tabela 4.10.  

 

 

 



53 
 

Tabela 4.10: Equações das curvas de contorno para retenção de atividade endoglucanase nos 
ensaios de otimização das condições de secagem empregando-se o adjuvante goma arábica. 

% A.Re versus Temperatura de saída e 

Vazão  de alimentação 

% A.Re = 39,7994+1,9096*x-1,462*y-

0,0161*x*x+0,0482*x*y-0,1462*y*y 

% A.Re versus Vazão de Alimentação e 

Sólidos Totais 

% A.Re = 53,7035+5,6446*x+1,2406*y-

0,2001*x*x-0,0986*x*y-0,0046*y*y 

% A.Re versus Temperatura de saída e 

Sólidos totais 

% A.Re = 16,326+2,443*x-1,7997*y-

0,017*x*x+0,0141*x*y+0,0151*y*y 
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Figura 4.7: Curvas de contorno quadráticas para as atividades enzimáticas residuais para 
soluções reconstituídas a partir de pós secos em spray-dryer nos ensaios de otimização das 
condições de secagem com o adjuvante goma arábica. 
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Assim como observado nas curvas de contorno, a literatura também indica que 

altas temperaturas e baixas vazões resultam em menor preservação de materiais 

sensíveis ao calor, como outras enzimas (JESUS, 2002), proteínas (MAA et al., 1998), 

pigmentos (TONON et al 2008; VARDIN;YASAR, 2012), microorganismos (BOZA et 

al., 2004; SILVA et al, 2011) e fitoterápicos (MACHADO, 2011). 

A análise de variância destes resultados, Tabela 4.11, mostra que o ajuste do 

modelo pode ser considerado satisfatório (coeficiente R² = 87,08%). Observa-se que ao 

nível de significância de 5 % foram significativos o termo linear e quadrático da Tsaída, e 

se for considerado nível de significância de 10 %, também o fator linear da Qalim e a 

interação Tsaída x Qalim seriam significativos. O teor de sólidos totais (ST) não foi 

significativo em nenhum dos desdobramentos dos graus de liberdade. Verificam-se 

ainda os baixos valores de SQ para o erro puro (SQ = 7,93) quando comparados à 

SQTotal (1043,49), ou seja, há baixa variabilidade dentro de cada grupo que compõe a 

amostra. 
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Tabela 4.11: ANOVA para atividade residual endoglucanase para os ensaios de otimização das 
condições de secagem empregando-se o adjuvante goma arábica. 

ANOVA R² = 87,08 % 

Parâmetro GL SQ Fcalc p 

Regressão 9 908,66 6,74 0,004 

Linear 3 587,60 13,07 0,001 

TSaída 1 534,52 35,68 0,000 

QAlim 1 51,77 3,46 0,096 

ST 1 1,31 0,09 0,774 

Quadrática 3 238,20 5,30 0,022 

TSaída x TSaída 1 211,34 12,70 0,006 

QAlim x QAlim 1 24,87 1,75 0,219 

ST x ST 1 1,99 0,13 0,724 

Interação 3 82,86 1,84 0,210 

TSaída x QAlim 1 59,38 3,96 0,078 

TSaída x ST 1 7,93 0,53 0,485 

QAlim x ST 1 15,56 1,04 0,335 

Erro residual 9 134,82   

Falta de ajuste 3 127,02 32,56 0,000 

Erro puro 6 7,80   

Total 18 1043,49   

*Nível de significância 5 %; Ts = Temperatura de saída do ar de secagem (°C); Qalim = Vazão de 
alimentação (mL/min); ST = Sólidos Totais da formulação (%).  
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A Tabela 4.12 apresenta a ANOVA para a umidade dos pós, onde se constata 

que, a 95 % de índice de significância, todos os termos lineares são significativos para 

as variáveis adotadas, e que apenas o termo quadrático de Ts é significativo; observa-se 

ainda que a interação temperatura de saída e vazão de alimentação (Ts x QAlim) é pouco 

abaixo do índice de significância adotado (p = 0,053). O ajuste do modelo apresentou 

coeficiente de determinação elevado (R² = 97,28%), e, assim como para a resposta 

atividade enzimática residual, a soma quadrática do erro puro apresenta baixos valores 

quando comparados à SQTotal.  
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Tabela 4.12: ANOVA para umidade dos pós após secagem em spray-dryer para os ensaios de 
otimização das condições de secagem empregando-se o adjuvante goma arábica 

ANOVA R² = 97,28 % 

Parâmetro GL SQ Fcalc p 

Regressão 9 43,55 35,75 0,000 

Linear 3 38,91 95,82 0,000 

TSaída 1 31,48 232,57 0,000 

QAlim 1 6,44 47,6 0,000 

ST 1 0,98 7,29 0,024 

Quadrática 3 3,62 8,92 0,005 

TSaída x TSaída 1 3,23 22,37 0,001 

QAlim x QAlim 1 0,07 0,85 0,380 

ST x ST 1 0,3 2,27 0,166 

Interação 3 1,01 2,51 0,124 

TSaída x QAlim 1 0,23 1,74 0,220 

TSaída x ST 1 0,67 4,97 0,053 

QAlim x ST 1 0,11 0,83 0,386 

Erro residual 9 1,21   

Falta de ajuste 3 0,97 7,94 0,016 

Erro puro 6 0,24   

Total 18 44,77   

*Nível de significância 5 %; T = Temperatura de saída do ar de secagem (°C); Q = Vazão de 
alimentação (mL/min); ST = Sólidos Totais da formulação (%).  
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As curvas de contorno para umidade dos pós são apresentadas na Figura 4.8 e 

revelam pós mais secos para maiores temperaturas e menores vazões de alimentação, 

comportamento, típico deste processo de secagem, visto que maiores temperatura de 

entrada e saída do ar aumentam o gradiente de temperatura entre o liquido atomizado e 

o ar de secagem, refletindo em maior transferência de calor para a gota e conseqüente 

aumento da taxa de evaporação (MASTERS, 1985; LEÓN-MARTÍNEZ et al., 2010; 

KUROZAWA et al., 2011; ). Já em relação ao teor de sólidos na formulação, observa-se 

nas curvas de contorno, que na faixa analisada (10 – 20 % ST) a umidade obtida é 

sempre baixa, como pode ser visto na Figuras 4.8 B e C. Esperava-se que o teor de 

umidade aumentasse com o aumento da concentração do adjuvante, uma vez que se 

acreditava que os sólidos dispostos na superfície da partícula formariam uma grossa 

camada, provocando a retenção da água no interior da partícula, principalmente quando 

associado às maiores temperaturas do gás de secagem e taxa de alimentação. Este 

fenômeno possivelmente deve ocorrer para teores de sólido acima dos empregados neste 

trabalho. 

As equações das curvas de contorno traçadas a partir do modelo quadrático são 

fornecidas na Tabela 4.13.  

Tabela 4.13: Equações das curvas de contorno para teor de umidade nos ensaios de otimização 
das condições de secagem empregando-se o adjuvante goma arábica. 
 

% U versus Temperatura de saída e 

Vazão de alimentação 

% Ubs = 23,4055-0,4469*x+0,6905*y 

+0,0021*x*x-0,003*x*y-0,0081*y*y 

% U versus Vazão de alimentação e 

Sólidos totais 

% Ubs = 4,0445+0,4425*x-0,4027*y-

0,0039*x*x-0,0084*x*y+0,0144*y*y 

% Umidade versus Temperatura de 

saída e Sólidos Totais 

% Ubs = 38,1449-0,522*x-0,7307*y 

+0,002*x*x+0,0041*x*y+0,0097*y*y 
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Figura 4.8: Curvas de contorno quadrática para a umidade final para o pós obtidos em spray-
dryer nos ensaios de otimização das condições de secagem empregando o adjuvante goma 
arábica 
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Em relação às temperaturas de entrada e de saída do ar de secagem, observa-se 

que, assim como no ensaio discriminativo, para uma mesma temperatura de saída, a 

temperatura de entrada tende a aumentar conforme a vazão de alimentação aumenta, 

uma vez que a quantidade de água a ser evaporada também aumenta, como pode ser 

visto na Tabela 4.14. Por outro lado, quando se busca uma relação do teor de sólido na 

formulação e Te, infere-se que não há variação entre a menor e a maior porcentagem de 

sólidos, supondo-se que o teor máximo de sólidos ainda seja baixo para que esta 

variável possa afetar sensivelmente as características de secagem. Deve-se considerar 

que a vazão de alimentação da solução não foi uma variável significativa, a 95% de 

significância, nos ensaios realizados, possivelmente por estar no limiar da capacidade 

máxima de secagem do equipamento e que se vazões menores fossem empregadas, 

possivelmente o teor de sólidos afetaria a Te. 

 

Tabela 4.14: Relação entra temperatura de entrada do ar de secagem com a vazão de 
alimentação e teor de sólidos na formulação, para os ensaios de otimização de secagem 
empregando-se o adjuvante goma arábica. 

 Qalim (ml/min) % ST 

 8 12 16 10 15 20 

Tentrada (°C) (*) 157 173 189 175 173 170 

(*) Valor médio entre todas as condições experimentais que fornecessem uma mesma Tsaída. 

 
  
 

As  estatísticas dos ajustes dos modelos para A.Re. e para U são mais 

determinísticas para a variável U, indicando que as alterações na conformação das 

enzimas não está relacionada somente a aspectos físicos decorrentes do processo de 

secagem, havendo razões físico-químicas que não são compreendidas através da análise 

dos resultados aqui obtidos. Possivelmente, as drásticas alterações de pH da gota, a 
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mobilidade da água e suas ligações com os constituintes sólidos do material e as 

características físico-químicas intrínsecas das proteínas são fatores que influenciam a 

atividade enzimática e não necessariamente estão ligados ao processo físico de secagem. 

 

Tabela 4.15: Condições otimizadas para melhor % A.Re e menor % U ao final da secagem  

Resposta Ts (°C) Qalim (ml/min) 

Melhor % A.Re. 74 8 

Menor % U 110 8 

 

 

As condições ótimas de secagem obtidas através da solução das equações 

canônicas são apresentadas na para as maiores retenções de atividade enzimática e 

menores umidade Tabela 4.15, resultaram em baixas vazões de alimentação, o que pode 

estar relacionado, ao fato de atomizadores de duplo-fluido apresentar sua eficácia 

reduzida à medida que a vazão de alimentação do liquido aumenta, uma vez que o ar de 

atomização age sobre o liquido de forma menos homogênea (AMERI; MAA, 2006). 

Reforce-se que a variável QAlim só é estatisticamente significativa a 90% de nível de 

significância e que as vazões empregadas estão no limiar máximo de capacidade do 

equipamento.  

Por outro lado, as temperaturas de saída do ar de secagem diferem 

consideravelmente, 74°C para a maior A.Re. e 110 °C para a menor U. Embora a 

umidade seja um indicador qualitativo do processo, assumiu-se como temperatura ótima 

estimada para a retenção de atividade enzimática, por ser este o objetivo do trabalho, o 

de manter a atividade do material bioativo após a secagem. Ademais, os valores de 

umidade dos pós obtidos nos ensaios nas menores temperaturas foram próximos a 10%, 

valores aceitáveis para este tipo de material, uma vez que, quando ocorrem, as 
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alterações bioquímicas neste teor de umidade são bastante lentas. (AMERI;MAA, 

2006). Para confirmar estes resultados, três secagens adicionais foram realizadas na 

condição ótima prevista para A.Re., sendo o valor médio obtido igual a 94,5% com 

intervalo de confiança, a 95% deíndice de confiabilidade, igual a 0,6% e um valor 

médio de umidade final de 6,5 %. Comparando-se com o maior valor experimental de 

A.Re., 100,8%, constata-se que o valor obtido na condição ótima é inferior. Tal 

discrepância pode ser explicada pela razoável porção não explicada pelo modelo 

estatístico ajustado (12,9%), o que acarreta incerteza razoável na detrminação da 

condição ótima de secagem. 

 

4.3. Ensaios de armazenamento 

Os resultados para a estabilidade dos pós, avaliada através da retenção da 

atividade enzimática em relação á atividade inicial da formulação liquida (EEB + GA 

+Ae) e do EEB liquido estão apresentados na Figura 4.9. A condição denominada 

―menos favorável‖ foi selecionada de acordo com os resultados obtidos nos ensaios de 

otimização das condições de secagem e proporcionam os mais baixos valores de 

atividade enzimática residual, e coincidentemente os menores teores de umidade final, 

sendo as condição operacional ―menos favorável: Ts = 110 °C, Qalim = 8 mL/min, ST = 

15 %. 
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Figura 4.9: Retenção da atividade endoglucanase do EEB liquido congelado e dos pós obtidos 
na condição mais favorável (A) e menos (B), armazenados sob refrigeração e no ambiente. 

 

 

É possível notar que o armazenamento em diferentes condições do pó obtido na 

condição mais favorável de secagem apresenta comportamento semelhante, ou seja, de 

queda de A.Re. nos primeiros 15 dias, seguida de uma tendência de estabilidade em 

torno de 83 %. Já o obtido na condição menos favorável  as A.Re. diferem mais entre si, 
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porém também é possível observar tendência à estabilidade, também em torno de 80%. 

O comportamento observado para ambas as condições de secagem durante o 

armazenamento pode ser considerado satisfatório quando comparado à literatura. Neto 

(2012) obteve comportamento semelhante ao armazenar por 180 dias proteases secas 

em spray-dryer com maltodextrina, retendo nas melhores condições de secagem, 80 % 

da atividade enzimática quando armazenadas a 25 °C, já a 4 °C observou retenção de 90 

% tanto para os pós obtidos na melhor condição quanto para o extrato bruto liquido. Por 

outro lado, Belghith et al. (2001) relata perda superior a 30% de atividade 

endoglucanase imediatamente após a secagem em spray-dryer e comportamento de 

queda na retenção de atividade durante o armazenamento a 4 e  30 °C a partir de 60 dias 

de armazenamento.  

Encontram-se também na literatura relatos de estabilidade de proteínas no estado 

sólido similares ou até menor que quando em solução (LAI;TOPP, 1999), como 

observado nos resultados aqui obtidos para o EEB, que revelou um comportamento 

inesperado, de queda de A.Re. até o t= 45 dias, seguido de um retorno a valores 

próximos a 96%. Ramos et al. (2012) em estudo de armazenamento sob congelamento e 

refrigeração de extrato enzimático liquido de fitase bruta, também observaram 

comportamento semelhante,ou seja, oscilatório da atividade relativa. 

Segundo a literatura (ARAKAWA et al.,1993; KUELTZO et al, 2008) durante o 

congelamento, as proteínas são expostas a tensões, devido à baixa temperatura e a 

formação de gelo. Se a proteína fosse excluída dos cristais de gelo durante o 

congelamento, ficariam mais suscetíveis às mudanças químicas e físicas que ocorrem na 

fase de não congelada, pois, conforme o gelo é formado, a concentração dos solutos 

aumenta drasticamente e se os solutos presentes na fração não congelada a 

desestabilizassem, o efeito de sua concentração poderia provocar a desnaturação da 
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proteína. Outro fator de stress está relacionado à duração da exposição da proteína às 

condições desfavoráveis. Durante o congelamento e descongelamento, as proteínas 

estão sujeitas a outras condições desestabilizadoras, como a alteração no pH da solução, 

e durante o período de armazenamento podem ainda ocorrer reações nas ligações 

peptídicas, podendo ao longo do tempo de armazenamento a proteína adquirir uma 

estrutura diferente da original. Assim, constata-se que questões complexas estão 

associadas à estabilidade das enzimas devido ao congelamento, principalmente em 

estado bruto liquido, de modo que a compreensão dos fenômenos até aqui observados 

neste trabalho necessitariam de estudos mais aprofundados dos fenômenos bioquímicos 

que ocorrem na solução protéica.  

Na Tabela 4.16 são apresentadas as médias das A.Re. dos resultados obtidos 

para as condições de armazenamento testas e os respectivos desvios padrão (DP). A 

estes resultados foi aplicado um teste de Tukey a 95% de nível de significância, 

podendo-se observar que no período analisado não há diferença estatística entre os pós 

obtidos nas condições denominadas como mais e menos favorável, nem entre as 

condições de armazenamento, se à temperatura ambiente ou sob refrigeração, assim 

como também não diferem do EEB liquido. Assim, pode-se classificar o 

armazenamento dos pós em condições ambientes como a melhor alternativa de 

armazenamento, uma vez que do ponto de vista econômico é mais vantajoso. Já em 

relação à secagem das enzimas, apesar dos pós e do liquido apresentarem A.Re. 

próximas durante o período analisado, pode-se considerar a secagem por spray-drying 

viável, uma vez que os extratos enzimáticos aquosos requerem maiores cuidados 

durante o transporte e armazenamento, ao contrário de formulações secas que 

apresentam praticidade no manuseio e transporte 
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Tabela 4.16: Teste Tukey (95%) para as amostras armazenadas e valores médio das A.Re. e 
respectivos desvios padrões (DP). 

Tratamento (*)     A.Re. ± DP 

Mais favorável - Refrigerado 84,5 ± 6,7a 

Mais favorável – Ambiente 83,0 ± 7,2a 

Menos favorável – Refrigerado 81,0 ± 7,9a 

Menos favorável – Ambiente  84,6 ± 3,5a 

EEB liquido congelado 89,7 ± 10,1a 

(*)Valores apresentados nas linhas seguidos de letras iguais não são distintos  
significativamente a 95% de confiabilidade  
 

 

 Em relação à umidade dos pós, é possível observar na Figura 4.10 A que o pó 

obtido na condição mais favorável de secagem apresentou menor variação na 

preservação da atividade enzimática, no período analisado, em ambas as condições de 

armazenamento, sendo comprovado pelo teste de Tukey, que a 95 % de nível de 

significância, como pode se visto na Tabela 4.17. Por outro lado o pó obtido na 

condição menos favorável de secagem apresentou uma tendência de aumento da 

umidade nas duas condições de armazenamento, como se pode constatar na Figura 4.10 

B, porém, o teste de Tukey indicou também não haver diferenças significativas entre as 

umidades nas duas condições de armazenamento. 



68 
 

0 15 30 45 60 75 90 105 120

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

%
 U

Tempo (Dias)

Condiçمo mais favorلvel:

 Refrigerado

 Ambiente

 
(A) 

 

0 15 30 45 60 75 90 105 120

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

%
 U

Tempo (Dias)

Condiçمo menos favorلvel:

 Refrigerado

 Ambiente

 
(B) 

Figura 4.10: Teor de umidade dos pós obtidos na ―melhor‖ (A) e ―pior‖ condição (B), 
armazenados sob refrigeração e à temperatura ambiente. 
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Tabela 4.17:Teste Tukey e os valore médios da umidade (%) com respectivos desvios padrão 
(DP) dos pós armazenados.  

Tratamento (*) % U ± DP 

Mais favorável - Refrigerado 7,14±0,38a 

Mais favorável – Ambiente 7,36±0,4a 

Menos favorável – Refrigerado 6,0±1,43b 

Menos favorável – Ambiente  5,73±1,34b 

(*)Valores apresentados nas linhas seguidos de letras iguais não são distintos 
 significativamente a 95% de confiabilidade  

  

 

A partir destes resultados apresentados, nota-se que as respostas analisadas dos 

pós obtidos nas duas condições de secagem e armazenados tanto em temperatura 

ambiente como refrigerada mostram uma tendência de se igualarem ao longo do 

armazenamento, tendo atividades residuais médias de 83 % e umidade 6,55 %. Assim 

pode-se inferir ser desnecessário buscar as condições ótimas de secagem através da 

resolução das equações canônicas, tanto para A.Re. como para e U pois as condições 

extremas de secagem empregadas convergiram para os mesmos valores de atividade 

residual e umidade ao longo deste período de armazenamento. Caso o material fosse 

empregado em curto intervalo após sua secagem, a condição denominada mais 

favorável seria a mais adequada, além de ser obtida a uma temperatura menor, 

resultando em maior economia de energia. Outro aspecto operacional a se considerar é 

que a vazão de solução não foi um fator significativo para a retenção de atividade 

endoglucanase, de modo que a adição das maiores vazões resultaria em aumento da 

produtividade do processo. De todo modo, em equipamentos industriais testes 

específicos devem ser realizados, pois a configuração do equipamento certamente 
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influenciará na avaliação das condições ideais de secagem e outros aspectos, como o 

rendimento do processo, aqui não analisado, deverão ser considerados.  

 

4.4.  Propriedades físico-químicas da endoglucanase. 

As variações de  pH e a temperatura afetam a atuação das enzimas no meio 

reacional ao qual são aplicadas. Assim, para a avaliação do efeito do pH e temperatura 

na atividade da enzima endoglucanase foi realizado um planejamento fatorial rotacional 

de composto central para análise por superfície de resposta. A Tabela 4.18 apresenta o 

planejamento, com os resultados dos treze ensaios realizados para amostras do extrato 

enzimático bruto (EEB), do controle de secagem e do pó seco na condição mais 

favorável  de secagem. A amostra denominada controle de secagem refere-se à mistura 

do EEB liquido com os adjuvantes goma arábica e Aerosil®, ou seja, a formulação a ser 

seca no spray-dryer. As análises foram realizadas em triplicata. 
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Tabela 4.18: Planejamento fatorial, valores codificados e originais das variáveis de estudo e 
atividade enzimática. 

C
or

ri
da

 

T °C pH 
EEB 

(U/ml) 
DP 

Controle 

Secagem 

(U/ml) 

DP 

Spray- 

dryer 

(U/ml) 

DP 

1 -1 57,67 -1 3,73 15,20 1,16 11,18 0,48 10,47 0,28 

2 1 82,67 -1 3,73 13,00 0,24 7,15 0,39 6,95 0,23 

3 -1 57,67 1 7,26 13,10 0,24 10,11 0,12 9,12 0,57 

4 1 82,67 1 7,26 5,86 0,55 3,73 0,27 3,46 0,20 

5 -1,41 40 0 5,5 12,17 0,28 9,38 0,08 8,57 0,96 

6 1,41 90 0 5,5 9,26 0,91 6,88 0,97 6,48 0,77 

7 0 65 -1,41 3 23,01 1,04 14,21 1,09 14,29 0,21 

8 0 65 1,41 8 9,44 0,49 7,74 0,38 7,63 0,29 

9 0 65 0 5,5 40,37 1,35 27,74 0,84 24,15 0,79 

10 0 65 0 5,5 40,77 1,27 27,71 0,56 24,84 0,96 

11 0 65 0 5,5 40,70 0,63 27,80 0,00 24,47 1,47 

12 0 65 0 5,5 40,18 1,37 27,49 0,88 24,28 0,88 

13 0 65 0 5,5 40,34 0,38 27,75 0,35 24,55 0,28 
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Dos resultados apresentados na Tabela 4.18, observa-se que as atividades 

enzimáticas variaram em ampla faixa, de 5,86 a 40,77 U/mL para o EEB, de 3,73 a 

27,74 U/mL para o Controle de Secagem e de 3,46 a 24,84 U/mL para a amostra seca 

por spray-dryer. 

A análise de variância (ANOVA) dos resultados obtidos indicou que o efeito da 

interação pH  x Temperatura não foi significativo e o coeficiente de determinação 

elevado (R² ≥ 98,07 %). As análises de variância estão apresentadas na Tabela 4.19, 

onde se observa que nenhum dos modelos ajustados apresentaram falta de ajuste e que 

os erros puros, que refletem a variabilidade das repetições, são muito baixos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 

Tabela 4.19: Análise de variância dos ensaios para determinação da condição ótima de pH e 
temperatura para as atividades de endoglucanase. 

Material Parâmetro GL SQ Fcalc p 

E.E.B. 
R2 = 99,1% 

Regressão 5 2545,89 163,52 0,000 

T 1 22,95 7,37 0,030 

pH 1 101,06 32,45 0,001 

Tx T 1 1320,90 522,85 0,000 

pH x pH 1 1094,63 351,54 0,000 

T x pH 1 6,36 2,04 0,196 
Erro residual 7 21,80   

Falta de ajuste 3 21,54 110,56 0,000 

Erro puro 4 0,26   

Total 12 2567,69   

Controle-secagem 
R2 = 98,07% 

Regressão 5 1156,59 122,63 0,000 

T 1 24,3 12,88 0,009 

pH 1 23,24 12,32 0,010 

Tx T 1 576,09 380,89 0,000 

pH x pH 1 531,58 281,82 0,000 

T x pH 1 1,38 0,73 0,421 
Erro residual 7 13,20   

Falta de ajuste 3 13,15 307,07 0,000 

Erro puro 4 0,06   

Total 12 1169,80   

Spray-Dryed 
R2 = 98,4% 

Regressão 5 853,188 86,52 0,000 

T 1 18,423 9,34 0,018 

pH 1 25,357 12,86 0,009 

Tx T 1 449,055 279,59 0,000 

pH x pH 1 359,206 182,14 0,000 

T x pH 1 1,147 0,58 0,471 
Erro residual 7 13,805   

Falta de ajuste 3 13,520 63,18 0,001 

Erro puro 4 0,285   

Total 12 866,993   
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Analisando a superfície de resposta apresentada na Figura 4.11, pode-se verificar 

a existência de uma combinação ótima para a atividade enzimática endoglucanase 

comum às amostras analisadas, cujos valores são T = 64 °C e pH 5,3. Uma mesma 

combinação ótima dos fatores pH e temperatura para as amostras analisadas era 

almejado, pois indica que a presença dos adjuvantes de secagem, goma arábica e 

Aerosil®, assim como o processo de secagem, mesmo com as alterações físico-

químicas que a gota sofre ao longo do  processo, devido aos estresses térmico e 

cisalhante, não são severos a ponto de alterar significativamente a conformação da 

enzima. O mesmo comportamento é esperado para as demais características físico-

química, como estabilidade à temperatura e pH. 
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Figura 4.11: Superfície resposta para a atividade endoglucanase das amostras EEB (A), 
controle-secagem (B), secas em spray-dryer (C). 
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4.5. Analises Morfológicas 

Uma das principais características físicas dos pós finos é a área superficial 

específica, definida como a superfície interna presente no material por unidade de 

massa, m²/g (SANTANA, et al. 2012). A análise de área superficial através da técnica 

de adsorção de gás inerte, comumente denominada de BET, revelou áreas superficiais 

específicas diferentes para os pós secos na condição mais e menos favorável de 

secagem, sendo o pó obtido na pior condição um valor aproximadamente duas vezes 

maior que da melhor condição, ou seja, 2,313±0,04 m²/g e 1,284±0,1 m²/g , 

respectivamente. A área superficial específica é inversamente proporcional ao diâmetro 

médio do poro, ou seja, uma maior superfície específica indica a presença de pequenos 

poros, enquanto menores valores são característicos de materiais macroporosos 

(SANTANA et al, 2012).  

Relacionando-se os resultados de área específica com os da retenção da 

atividade residual no processo de secagem, pode-se inferir que a maior área superficial 

do pó obtido na condição menos favorável de secagem sujeitou uma maior quantidade 

de proteínas às condições severas de secagem. Corrobora esta hipótese o fato dos pós 

secos na condição menos favorável serem mais secos logo após a secagem, e 

apresentarem ganho de umidade ao longo do período armazenado. De acordo com 

Milquivist-Fureby et al. (1999) e Ameri e Maa (2006) a relação da maior área 

superficial com a condição de maior desnaturação das enzimas durante a secagem pode 

ser justificada pela hipótese de que proteinas tendem a  sofrer adsorção na interface 

água/ar da gota resultando em desdobramento e consequente agregação e precipitação, 

ou seja, quanto maior área superficial mais suscetíveis estão as proteínas aos efeitos do 

processo. 
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As imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) permitiram 

visualizar a morfologia e detalhes da superfície das partículas, e complementar os 

resultados obtidos de área superficial específica. Observa-se na Figura 4.12, que os pós 

obtidos nas condições mais e menos favoráveis de secagem são esféricos com textura 

ligeiramente rugosa, entretanto os obtidos na condição menos favorável apresentaram-se 

com maior freqüência concavidades, gerando assim maior área superficial específica. 

Segundo Ameri e Maa (2006) a forma e a morfologia das partículas obtidas por spray-

drying são regidas pela taxa de evaporação da gota e composição da formulação. Em 

teoria, durante a secagem uma película é formada na superfície externa, dificultando a 

difusão de água para o exterior, gerando assim, uma pressão de vapor no interior, o que 

quando associado a rápidas taxas de secagem faz com que a pressão da água no interior 

aumente rapidamente, levando ao rompimento da película e resultando em partículas 

com ondulações e cavidades. 

Analisando da Figura 4.12 também é possível notar a presença de partículas 

aglomeradas com tamanhos variados, característica de materiais produzidos por spray –

drying (LIAN, et al., 2002; TONON, et al., 2008, LÉON-MARTÍNEZ, et al., 2010; 

COSTA-SILVA, et al., 2011), e a presença de pequenas partículas esféricas bem 

definidas sempre adjuntas às maiores, no pó obtido nas duas condições de secagem,  

que supõe-se serem Aerosil, uma vez que é um auxiliar de secagem inerte, no entanto 

outras investigações são necessárias. 
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Figura 4.12.: Aspecto das micrografias dos pós resultantes do EEB com goma arábica e Aerosil  
obtidos por spray-drying na melhor (A) e na pior condição (B) de secagem. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Ao final deste estudo de secagem de enzimas em spray-dryer, pode-se concluir 

que nas condições avaliadas: 

- Os adjuvantes de secagem maltodextrina e goma arábica são os mais indicadas para 

conservação da atividade endoglucanase e xilanase após o processo de secagem, mais 

indicado para a retenção da atividade xilanase a goma arábica; 

- A concentração do adjuvante goma arábica na formulação não é significativamente 

influente na conservação da atividade enzimática após a secagem, sendo mais viável 

economicamente a menor concentração de adjuvante; 

- A combinação de baixa temperatura de saída do ar de secagem e baixa vazão de 

alimentação resultam em pós com maior retenção de atividade de endoglucanases, e que 

para menores valores de umidade dos pós a melhor combinação é alta temperatura de 

saída do ar de secagem e baixa vazão de alimentação; 

- Os pós obtidos na nas condições mais favorável e mais desfavorável de secagem, que 

resultaram na maior e na menor retenção da atividade de endoglucanase, podem ser 

considerados estáveis e que não diferem entre si e não diferem do extrato enzimático 

bruto após longos períodos de armazenamento, em condições de refrigeração e à 

temperatura ambiente; 

- Os pós obtidos na condição mais desfavorável de secagem têm área superficial 

específica expressivamente maior do os pós obtidos nas condições mais favorável de 

secagem.  
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6. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 

- Otimizar as condições da metodologia de determinação da atividade 

endoglucanase para esta enzima específica, produzida pelo Myceliophthora thermophila 

M77 nas condições do cultivo. 

- Realizar estudos para melhor compreensão da composição do extrato 

enzimático bruto e suas interações com as enzimas e com os adjuvantes; 

- Realizar estudos de secagem com extrato enzimático parcialmente purificado e 

concentrado. 

- Analisar os efeitos da secagem com combinação dos adjuvantes, maltodextrina 

e goma, e também outros adjuvantes como surfactantes e sais. 
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ANEXO 1 

Valores codificados e respostas da atividade residual da xilanase. 

Ensaio TSaída (°C) QAlim (mL/min) ST (%) 

Atividade Residual Xilanase (%) 
Repetição 

1 

Repetição 

2 

Repetição 

3 

Repetição 

4 

1 -1 70 -1 8 0 15 84,68 61,87 76,05 75,65 
2 1 110 -1 8 0 15 76,00 76,98 41,44 96,31 
3 -1 70 1 16 0 15 75,49 62,74 53,56 95,57 
4 1 110 1 16 0 15 49,85 61,34 49,41 83,27 
5 -1 70 0 12 -1 10 82,92 90,53 92,75 70,59 
6 1 110 0 12 -1 10 110,80 61,38 108,97 65,34 
7 -1 70 0 12 1 20 92,57 103,19 96,12 85,95 
8 1 110 0 12 1 20 93,18 81,48 69,86 85,70 
9 0 90 -1 8 -1 10 102,26 60,68 97,76 72,64 
10 0 90 1 16 -1 10 112,31 103,21 87,89 64,43 
11 0 90 -1 8 1 20 88,63 79,78 84,63 85,70 
12 0 90 1 16 1 20 86,81 80,84 76,87 83,61 
13 0 90 0 12 0 15 84,90 58,72 63,49 79,59 
14 0 90 0 12 0 15 96,18 100,74 56,04 80,07 
15 0 90 0 12 0 15 59,82 80,18 77,05 98,52 
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