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TABELA DE AMINOACIDOS

Simbolo | Nome ¢ classificacio Estruturaem pH=1 PM pk
0
Asp (1) Acido Aspdrtico o | on 133,11 2,97
a) Dicarboxilico OH  NHg"
b} Polar carregado
] 0
Glu (L) Acido Glutamico HOJ\/\[/"C‘J\ 147,13 322
ay Dicarboxilico . OH
NH»
b) Polar carregado
0
Ala (L) Alanina (%) | 85,10 6.02
OH
a) Alifatico MH,*
b) Nio polar
E‘STHZ
Arg (L) Arginina HaM 0 174,20 10,76
a) Basico HWOH
NH;

b) Polar carregado

®ix



Asn

b)

(L) Asparagina

amida de aa.

dicarboxilico

Polar nfio carregado

o (3

OH

148,11

541

Cys

b)

(L) Cistelna
Sulfurado

Polar néo carregado

NH;.

121,16,

5,02

Phe

b)

(L) Fenilalanina
Aromatico

Nio polar

165,19

5,91

Gly

b)

(L) Glicina (**)
Alifatico

Polar ndo carregado

MH,"

OH

75,07

5,97

Gln

b)

(L) Glutaming

Amida de aa.

dicarboxilico

Polar ndo carregado

Hq *

162,13

5,65




His

b)

(L) Histidina
Basico

Polar carregado

155,16

7.58

Iie

b)

(L) Isoleucina
Alifatico

Néo polar

131,18

6,02

Leu

b)

{L} Leucina
Alifatico

Nio polar

5,98

Lys

b)

(L) Lisina
Basico

Polar carregado

146,14

9,74

Met

b)

(L) Metionina
Sulfurado

Néo polar

149,21

5,75

Pro

b)

(L) Prolina
Imincéacido

Nio polar

115,13

6,1

0,0

XKl



1
Ser (L) Serina HO /\T)\ OH 105,10 5,6
‘ . . NH3+
a} Hidroxilado 8.0
b} Polar nfo carregado
Tvr (L) Tirosinag 181,18 56
a) Aromatico 5,0
b) Polar nfio carregado
oH o
Thr (L) Treonina /i\(ga\ 119,12 6,5
o OH
a) Hidroxilado MHy* 3,0
b) Polar ndo carregado
Trp (L) Triptofano 204,33 5,8
a) Aromaético 8.0
b} Nio polar
Val (L) Valina 117,15 5.
a) Alifatico 7,0
b) Nio polar

{(*) Na fronteira entre ndo polares e polares ndo carregados.

(**) Classificado como polar, embora seu grupo R=H seja muito pequeno para influenciar a

polaridade.

Fonte: VASCONCELLGS et al., 1996.



RESUMO

A secagem de enzimas constitui um verdadeiro desafio para a indGstria de alimentos,
farmacéutica, entre outras. A escolba de um método apropriade de secagem vem despertandc o
interesse em pesquisas com o intuito de além de preservar sua atividade enzimética original seja
economicamente vidvel. Atualmente a secagem de enzimas ¢ realizada em secadores tipe spray
dryer e liofilizador. Na secagem por spray dryer o longo tempo de exposicdo do material a altas
temperaturas pode ocasionar a perda parcial ou total de sua atividade e no caso da liofilizagiio o
excessivo consumo de energia, confere ac produto apds seco um aprecidvel aumento no valor
comercial. A secagem por microondas a vacuo apresenta como um método viavel, pois a sua
principal vantagem esta sobretudo na exposigdo do material a um curto tempo a altas temperaturas,
o que pode resultar na total preservacio de sua atividade, além da reducBo de custos no consumo de
energia, ocasionando um produto de melhor qualidade e economicamente mais barato, Dentre as
enzimas utilizadas comercialmente merecem destaque as «-amilases. Elas atuam nos mais variados
setores industriais, sendo utilizadas na fabricacfo de cerveja, bebidas destiladas, desengomagem de
tecidos, bem como em suplementos digestivos. Nesta dissertagiio foi investigada a eficiéncia do
processo de secagem da enzima a-amilase por spray dryer e liofilizagdo frente a secagem por
microondas sob condigdes de véacuo. O material desidratado pelas tré€s técnicas foi analisade quanto
4 sua atividade enzimatica, atividade de 4gua e morfologia. Foi verificado através do planejamento
experimental em estrela que a secagem por microondas sob vécuo ¢ influenciada principalmente
pela poténcia; para a secagem em spray dryer a agdo da temperatura e da vazio de alimentagio
foram considerados como fatores importantes na atividade enzimaética e na atividade de agua; no
estudo de secagem por liofilizagdo foi verificado que o método de congelamento ndo influencia
muito na qualidade do produto apods a liofilizagho, sendo que o congelamento com nitrogénio
liquido foi o mais apropriado. Através dos resultados obtidos foi verificado que a secagem por
microondas a vdcuo a pressio e poténcia moderada (0,63 bar e 550 W) foi similar ao processo de
liofilizag3o, porém cabe ressaltar que o produto obtido para ambas as técnicas apresentou pouca
solubilidade em agua, na liofilizagdo o tempo de processo e o alto consumo de energia pode ser
considerado come um fator limitante na escolha desta técnica. Neste caso a secagem por

microondas sob condi¢Bes de vacuo pode ser considerado como um método promissor.

Palavras-chave: Secagem, calor de microondas, atomizagio, secagem por congelagéo.
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ABSTRACT

The enzyme drying is a real challenge for the food and pharmaceutical industries among
others. The choice of an appropriate drying method has caused an increasing interest in researches
with intuits of preserving its original enzymatic activity and making the process economically
possible. At present enzymes drying is done in spray and freeze drying. In the spray drying the long
period of material exposure to high temperatures can cause a partial or total activity loss and with
the freeze drying the excessive energy use gives the product after dry a considerable gain in its
commercial vaiue. The drying through vacuum microwaves shows to be a feasible method once its
main advantage is about zll in the material’s brief exposure to high temperatures, what helps in its
total activity preservation, besides the reduction in energy consumption costs, resulting in a cheaper
and better quality product. Among the enzymes used commercially the alpha-amylases is one of
great importance. They act in the most different industrial sections, being used in the beer and
distilled drinks manufacturing, in desize cotton fabrics as well as for digestive awxuliary. In this
work the efficiency of the spray drying and freeze drying techniques for drying the Alpha-amylases
enzyme compared to the vacuum microwaves drying technique was considered. The material
dehydrated by all the three techniques was analyzed concerning its enzymatic and water activity as
well as its morphology. Through the experimental design in star it was seen that drying through
vacuum microwaves is influenced mainly by the power. In spray drying the temperature and
feeding flow were considered the main influencing factors in the enzymatic and water activity.
Finally, through freeze drying it was seen that the freezing method doesn’t influence much the
product’s quality after the freeze drying and the freezing with nitrogen was considered the most
appropriate. The results showed that the drying with vacuum microwaves at moderate pressure and
power (0,63 bar and 550 W) was similar to the dry freezing technique, on the other hand the
product obtained by both techniques had low solubility in water. In the freeze drying the time
necessary and the high energy consumption can be considered as a limitation factor when choosing

a technique. In this case the drying through vacuum microwaves is considered a better choice.

Key word: Drying, heating for microwave, atomization, freeze drying.
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CAPITULO |

INTRODUCAD

O crescenie emprego de materiais biolégicos nos mais variados setores industriais
vem despertando o interesse em pesquisas de forma a obté-los a baixo custo de modo a

tornar seu emprego competitivo com os produtos quimicos normalmente utilizados.

Héa véarios anos ¢ emprego de enzimas em indistrias de alimentos, farmacéutica,

téxteis, papel e celulose vem sendo utilizadas por serem economicamente viaveis.

Dentre as inumeras aplica¢Bes das enzimas pode-se citar seu emprego na fabricagéo
de bebidas alcodlicas, em algumas formulagBes como: detergentes, biosensores, pomadas,
em “kits” para imunoensaios ¢ diagnoésticos médicos e atualmente na degradagiio de

compostos aromadticos e no controle do meio ambiente.

A produgdo de enzimas brutas envolve tecnologias sofisticadas como: sele¢fo de
microorganismos da natureza, seleciio do meio de cultura, escolha das condigdes
ambientais que induzem a formacfo da enzima, clarificagfio, concentragfio e estabilizagio

do caldo fermentado com a finalidade de se obter a preparacio enzimatica (FALCH, 1991).

Dentre as enzimas utilizadas comercialmente merecem destaque as o-amilases. Elas
atuam nos mais variados setores industriais, sendo utilizadas na fabricacdo de cerveja,

bebidas destiladas, na panificacfo, desengomagem de tecidos, bem como em suplementos



bebidas destiladas, na panificaciio, desengomagem de tecidos, bem como em suplementos
digestivos { VASCONCELLOS ef al,, 1696).

Por outro lado, a conservagfo de enzimas envolve tecnologias sofisticadas e caras
na qual a mais utilizada € a secagem por atomizacio e por liofilizagiio (ADAMIEC ef al,
1995). Além disso, estes métodos apresentam varios inconvenientes como na atomizacio o
longo tempo de exposigio do material a altas temperaturas pode ocasionar a perda parcial
ou total de sua atividade, na secagem por liofilizaco hé um grande consumo de energia, o

que confere ao produto apds seco um aprecidvel aumento no seu valor comercial
(GUNASEKARAN, 1999).

Hoje em dia € de grande interesse a obtengio de um método que além de preservar a

atividade enzimética original seja economicamente mais viavel.

Neste contexto torma-se interessante o desenvolvimento de novas tecnologias em

secagem de enzimas,

A utilizaclo da energia de microondas para secagem de materiais biclogicos tem
sido um melo alternativo para otimizar os métodos convencionais de secagem. Quando
energia de microondas € aplicada em tais materiais, o calor ¢ gerado dentre do produto.
Portanto, a temperatura do material aumenta ligeiramente, consequentemente, a taxa de
remogdo de agua € mais répida do que com a secagem convencional. Assim, a maior
vantagem da secagem por microondas € economia de tempo, além do espago requerido
para sua instalacgo ser bem reduzido quando comparado com os outros tipos de secadores.
Em alguns casos, 0 aquecimento por microondas pode ser muito eficiente para remover
agua ligada a um material. Com 0 aquecimento convencional isto s6 ocorre depois que o
material inteiro estd numa alta temperatura para que haja a quebra das estruturas da agua
absorvida. Com aquecimento por microondas, entretanto, as microondas podem excitar as

moléculas unidas de dgua diretamente.

A secagem por microondas de produtos biologicos tem sido estudada por varios
anos como um meio potencial para reduzir o tempo total de secagem. Entretanto, sempre ha
uma perda de qualidade, geralmente quando os produtos sfc secos completamente numa
temperatura nio uniforme e quando possuem uma diferente distribuicfio de umidade em sua

estrutura. Algumas estratégias utilizadas para melhorar a qualidade do produto seco



pulsada cu mtermitente ¢ secagem por microondas a vacuo.

A secagem por microondas sob condi¢des de vacuo apresenta-se como um método
potencial, visto que sua principal vantagem est2 sobretudo na exposigio do material a wn
curto tempo a altas temperaturas, ¢ que pode resultar na total preservaciio da atividade
enzimatica original, além da reducfio de custos no consumo de energia, ocasionando um

produto de melhor qualidade € economicamente mais barato.

Hoje em dia ¢ tarmbém de fundamental relevncia adguirir conhecimentos tebricos e
computacionais para melhor compreensfo dos fendmenos relacionados a estrutura e
conformac¢éo molecular. Com o avango de novas tecnologias foi possivel realizar estudos
de dindmica conformacional para a prediclio de certos fendmenos que até entfio eram

apenas realizados experimentalmente.

A modelagem dindmica de proteinas e enzimas tém ocupado grande destague em
pesquisas nos mais diversos campos de aplicagio como um modo de se obter informagSes
ltels para a sintese de farmacos, de drogas e também para a compreensfo de alguns
fenbmenos vitais como a biossintese de enzimas ¢ estudos mais especificos de sua agfio no
corpo humano (KLEPEIS et ai., 1998).

Nesta dissertacéo foi investigada a eficiéncia do processo de secagem da enzima ¢-
amilase por atomizacéo e liofilizacio frente a secagem por microondas sob condicSes de
vacuo, através de uma montagem desenvolvida neste trabalho. Foram verificados os efeitos
das condigBes operacionais na qualidade do produto e qual dos métodos estudados foi mais

eficiente.

Procurcu-se desta forma estudar os aspectos basicos de cada processo de secagem
aplicados a enzima o-amilase para que futuramente em outros trabalhos possa ser
aperfeigoado cada técnica e a realizagfio de estudos com outros tipos de enzimas. Foi dado
énfase principalmente nas andlises de atividade enzimética e atividade de agua, pois a

conservagio desses materiais dependem principalmente destes dois fatores.

Face a essa gama de informagdes procurou-se também através dos dados obtidos
experimentalmente e dados obtidos através de modelagem molecular explicar alguns
aspectos conformacionais da enzima c-amilase ¢ quais os fatores mais relevantes que

implicam na sua perda de atividade durante o processo de desidratacéo.



aspectos conformacionais da enzima o-amilase e quais os fatores mais relevantes que

implicam na sua perda de atividade durante o processo de desidratagfo.

Para uma melhor compreensdo, esta dissertagio esta dividida em capitulos de forma
independente uns dos outros. No capitulo VIII sfo feitas conclusdes gerais de todos os
processos utilizados de forma que s8o realizadas andlises comparativas referentes aos
resultados obtidos por cada técnica de secagem. Espera-se que desta forma cada processo
utilizado neste trabalho seja compreendido de forma independente e que logo apés o leitor

possa verificar as vantagens e desvantagens de cada método.



CAPITULO Il

REVISAO BIBLIOGRAFICA

IIL.1 Alfa-amilases

Alfa-amilases («-1,4 glucan 4-glucano-hidrolase, EC 3.2.1.1) s8o endoenzimas que
atuam dentro da cadela amilacea de forma aleatéria, rompendo ligacdes a-1,4. Algumas
delas podem também atacar as ligacbes «-1,6, mas com uma eficiéneia muito baixa
(DIXON, 1964; LEVEQUE et al., 2000).

As o-amilases podem ser produzidas por bactérias, fungos, animais e vegetais. No
ser humano elas estfio presentes principalmente no intestino (amilopsina, secretada pelo
pancreas) e na saliva (ptialina) favorecendo a produgfo de carie dental (VASCONCELLOS
et al., 1996; DOUGLAS et al., 2000; VAN STADEN & MULAUDZI, 2000). Sendo
consideradas enzimas termorresistentes, atuando na faixa de temperatura de 30 a 95°C
(NOV(O NORDISK, 2000; EGAS, 1997), o que possibilita a sua utilizagiio em processos
realizados a temperaturas elevadas.

As a-amilases bacterianas produzidas por microorganismos do género Bacillus tém
peso molecular variando de 22.500 a 80.000 Da (Tabela IL.1). Uma linhagem microbiana
pode produzir mais de uma a-amilase com pesos moleculares diferentes, mas com a mesma

a¢iio catalitica (HAYASHI, ez al., 1988).
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VALLE ef al (1959) verificaram que todas as o-amilases bacterianas possuem
célcio ligado a molécula e a forga de ligagio entre o fon e a proteina depende da origem da
enzima, &€ que algumas a-amilases de Bacillus subtilis além do célcio também contém zinco
tigado 2 molécula.

EGAS (1997) verificou também que a utilizag8o de fons célcio no meio aumenta a
estabilidade da enzima a altas temperaturas. Em experimentos realizados com a-amilase de
Thermus filiformis Ork A2 foi verificado que a adicfo de célcio aumentou o tempo de
atividade da enzima quando esta foi exposta a temperaturas superiores a 80°C. No mesmo
estudo foi verificado também que na presenga de um agente quelante como EDTA houve a
inibicSo da atividade aminolitica, sendo esta inibicfo revertida na presenga de céalcio ou
estrdncio.

As g-amilases hidrolisam ligacdes glicosidicas o-1,4 do interior das moléculas de
polimeros de glicose como amido, glicogénic ¢ seus produtos de degradacfio (Figura I11).
Sua acfo € rapida, formando dextrinas de baixa massa molecular, variando de 500 a 3.000
{(VASCONCELLOS er al., 1996). Apbs a formacio destas dextrinas, sua acdo € bem mais
lenta, formando vagarosamente agticares como glicose, maltose, maltotriose, maltotetrose e
oligossacarideos maiores (HAYASHI er al., 1988).

ALLEN & SPRADLIN (1974) verificaram que a ac8o das a-amilases ¢ mais répida
em cadeias longas com progressiva perda de atividade durante a sacarificaco.

Segundo LEVEQUE e al. (2000) as a-amilases de Bacillus podem ser divididas
em sacarificantes e liquificantes segundo seu modo de acgfo. As a-amilases sacarificantes
produzem agticar redutor duas vezes mais que as liquificantes. Além disso nenhum produto
de hidrélise das o-amilases sacarificantes é atacada pelas a-amilases liquificantes (Figura
I11.1). De acorde com OKADA ef al. (1969) as o-amilases liquificantes nfio atuam sobre
oligossacarideos com um niimero de unidades de glicose inferiores a seis.

As o-amilases cobrem uma ampla faixa de temperatura, dependende do
microorganismo produtor, a temperatura étima das a-amilases de Bacillus variam numa
escala de 30 a2 90°C (NOVO NORDISK, 2000).

Estudos comparativos feitos por OGASAHARA er al. (1970) verificaram que as
resisténcias térmicas das o-amilases produzidas por Bacillus subitilis e por Bacillus

stearothermoplhilus s&o bem distintas. Esses pesquisadores observaram que a-amilases de



B. subitilis perdem 60% de atividade inicial apds serem submetidas por 30 minutos a 60°C,

enquanto a outra se mantém totalmente ativa quando submetida a0 mesmo tratamento.
Estudos semethantes feito por MEDDA & CHANDRA (1980) verificaram que o-

amilases de Bacillus licheniformis tinha 80% de sua atividade enzimética destruida guando

submetida por uma hora a 90°C e pH 7.0, engquanto que para Bacillus coagulans mantinha

apenas 15% da sua atividade inicial quando submetida por uma hora 4 80°C e pH 7.0.

O pH otimo de atividade das o-amilases também varia. Para bactérias pode-se ter o-

amilases alcalinas ¢ 4cidas. As linhagens do género Bacillus podem ter atividades

enzimaticas maxima na faixa de pH variando de 3,5 a2 10,6 (HAYASHI et af., 1988).

Tabela II.1 Algumas propriedades de o-amilases produzidas por bactérias do género

Bacillus.
Microorganismo Peso molecular | pH é6timo | Temperatura 6tima
(Da) de atuacio (BC)
Bacillus stearothermophilus 503-4 - 4,6-5,1 55-70
Bacillus stearothermophilus 48.000 5,0-6,0 65-75
Bacillus stearothermophilus 53.000 5,4-6,0 -
Bacillus chenifermis CUMC 305 28.000 9.5 91
Bacillus licheniformis 22.500 5,0-8,0 76
Bacillus coagulans CUMC 512 - 7,5-8,5 85
Bacillus subtilis - 5,8 63
Bacillus subtilis 168 53.000 5,5 -
Baciilus subtilis W2 - 6,3 65
Bacilllus amyloliquefaciens - 5.9 65
Bacillus acidocaldarius agnano 101 68.000 3.5 75
Bacillus sp— H 167 HI-1 73.000 10,5 60
HI-2 59.000 10,5 60
H-II 80.000 10,5 60
Bacillus no. A-40-2 70.000 10-10,5 55

Fonte: SALVA, 1990,
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Figura 1.1 Hidrélise enzimatica de amido em glicose e teste padrio da agfio de enzimas
aminoliticas. Onde: ___ : ligacBes glicosidicas a-1.4; ......: : ligagbes glicosidicas «-1,6; o
o-amilase; G: glicosidase; D: enzima desramificadora (pullulanase); O : residuo de a-D-
glicose ndo redutor; ® : residuo de o-D-glicose redutor

Fonte: LEVEQUE et al. 2000.



IL.1.1 Aplicacdes industriais

Devido 4 sua ampla faixa de temperatwra € pH e por ser uma enzima

termorresistente as a-amilases podem ser utilizadas em diversos setores industriajs.
Dependendo da sua origem feremos diferentes tipos de aplicagiio.

As o-amilases de plantas tém grande importancia fisioldgica na conversio do amido
em agticares redutores durante a germinacio da semente, quando o estogue de amido deve
ser rapidamente mobilizado para fazer face ao processo de crescimento. Neste momento, a
a-amilase, que se encontra sob forma inativa, é rapidamente convertida a sua forma ativa
dando inicio ao processo de germinacio. Devido 4 este fato, as c-amilases s#o utilizadas no
processo de “maltacio” sendo “malte” o nome dado aos cereais em germinacfo que sio
largamente usados na fabricaclio de cervejas, bebidas destiladas e na panificaco

{(VASCONCELLOS ef al, 1996; VAN STADEN & MULAUDZI, 2000).

As c-amilases de origem microbiana também tém grande aplicag@io comercial. As
a-amilases de bolores, como de Adspergillus niger, chamadas de Takadiastases tém
consideravel relevancia no processo de sacarificacdo do arroz, afim de se obter o saké, e
sdo também utilizadas como suplemento digestivo (VASCONCELLOS et al., 1996). As a-
amilases bacterianas, especialmente as do género Bacillus, sio de interesse industrial como
agentes solubilizantes de amido e auxilia na desengomagem de tecidos, sendo capazes de
atuar em altas temperaturas (7{}”759(3) (NOVO NORDISK, 2000; VASCONCELLOS et al.,
1996). As a-amilases também sdo utilizadas em testes de analises clinicas para verificagio
de disturbio pancreatico (pancreatite aguda), na fabricacfio de alimentos infantis e de sucos

de frutas, € em xaropes de glicose e de chocolate (SALVA, 1990; VISSERS er al., 1999).



1.2 Secagem

A secagem ¢ um dos mais efetivos métodos de se preservar produtos bioldgicos.
Dependendo do tipo de produto, pode-se classificd-los como (MANCINI ez al, 1997):
secos com teor de umidade variando de 15% a 25%, desidratados com teor de umidade
méxima de 5% e cristalizados um produto com teor de umidade inferior a 25%, em que a
agua é substituida por aglicares sob formas variadas.

Um baixo contetdo de umidade faz com que os produtos sejam menos suscetiveis
ac atague microbiano e a reagles de deterioragBo indesejaveis. Os mails importantes
conceitos da secagem de produtos bioldgicos sdo (GUNASEKARAN, 1999):

i Velocidade da operagdo - como produtos com altos contetdos de umidade sfo
deteriordveis, € essencial que se abaixe o contetido de umidade rapidamente antes gue
gualguer dano ocorra.

ii. Eficiéncia da energia - a secagem de materiais ¢ uma operacfo altamente
energética. Isto ¢ devido ac alto contetido de umidade da maioria destes materias e do
grande calor latente de vaporizacfo da dgua. A 4gua fisicamente e quimicamente presa na
estrutura requer mais energia para sua remocdo comparada 3 4gua liquida na mesma
temperatura e condicdes de pressio.

iii. Custo de operacio - devido a altos gastos com desidratagfio destes materiais, o
custo total de secagem por unidade de massa de material seco € a maior preocupagho. Este
é um dos fatores para inovagdes em tecnologia da secagem. Assim, a secagem deve ser
eficiente energicamente e também economicamente aceitdvel.

iv. Qualidade dos materiais desidratados — assegurar a qualidade dos produtos
desidratados € o requerimento mais importante para qualquer operago de secagem. A

qualidade desses produtos deve ir além da protecio a microorganismos.
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IL2.1 Fundamenios tedricos

A secagem € uma operacio muito uvtilizada, desempenhando importante papel em
quase todos os setores da indastria de consumo, sendo muttas vezes, a etapa final de uma
série de operagbes unitarias. Enfre oufros, a secagem visa a conservacho do material
(alimentos, vacinas, antibidticos, por exemplo), o anmazenamento por um longo periodo de
tempo, a reducéo dos custos de transporte, etc.

A secagem ¢ definida, usualmente, como wm processo de remogio de dgua (ou de
um solvente) de wm material por evaporac#oc, pela agdo de um agente externo, normalmente
o calor. Quando o calor necessério para esta evaporacéo ¢ fornecido ao material ocorrem
transferéncias simultineas de massa z calor tanto internamente, quanto entre sua superiicie
externa e o ambiente que o envolve. No processo de secagem, faz-se necessdrio o
fornecimento de certa quantidade de energia ao material, energia esta que dependerz do
proprio produto e dos teores iniciais € finais de umidade (MENON & MUJUNDAR, 1995).

Basicamente, no processo de secagem, a mistura ar/vapor d’agua fornece uma certa
quantidade de calor ao material timido, ac mesmo tempo em que absorve a umidade

presente no material. Esquematicamente, o processo esta representado pela Figura I1.2.

Yonte de

Sorvedor de

Calor Calor

Transferéncia de Calor Transferéncia de Massa

Material a ser seco

Figura I1.2 Esquema simpliﬁcadc} do processe de secagem
Fonte: CORNEJO, 1987

O conhecimento dos mecanismos de transferéncia de agua do interior do material
para sua superficie é de fundamental importincia para a descri¢io do fendmeno da

secagem. Segundo a literatura, esta migracdo poderia se dar por meio dos seguintes
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mecanismos, PERRY & CHILTON (1980), TOBINAGA & PINTO (1992), WAANANEN
et al. (1993), PINTO (1996);

(i} transporte de vapor d'agua: @ difusdo devido ao gradiente de concentragio;
& difusio de Knudsen;
# difusio térmica;
@ escoamento viscoso;

@ vaporizagfo / condensacio.

(ii) transporte de dgua liquida: e difusio devido ao gradiente de concentracio;
® escoamento capilar;
e difusio superficial;

@ movimento por gravidade.

A constatagdo de qual, ou quais mecanismos, estariam atuando na secagem de um
determinado material € bastante complexa. Em geral, um mecanismo tem predomindncia
em um dado instante do processo, mas ndo € raro que diferentes mecanismos atuem em
fases distintas ou até mesmo em uma mesma fase do ciclo completo de secagem. Assim, €
normal a simplificacdo pela escolha de quais mecanismos poderiam ser desprezados ou
incorporados por outros, normalmente mais simples e "tratdveis” matematicamente, em
fungdo da estrutura do solido e das condigdes operacionais do processo de secagem. Dentro
deste contexto, uma breve andlise dos mecanismos propostos acima traz 0s seguintes

aspectos:

- a difusio de Knudsen ocomre quando o didmetro dos poros do material é
comparéavel ao livre percurso médio das moléculas de vapor, sendo importante somente em
condi¢tes de alto vacuo ;

- a difusfio térmica ("efeito de Soret") - transferéncia de massa causada por um
gradiente de temperatura - s6 deve ser considerada no caso da ocorréncia de gradientes de
temperatura significativos no interior do material em alguma fase da secagem;

- 0 escoamento viscoso, devido a gradientes de pressfio total, deve ser analisado na
secagem & vacuo em temperaturas moderadas ou nas secagens convectiva e por contato a
altas temperaturas, 1o caso de haver uma rapida gerag@o de vapor durante a secagem;
i2



- vaporizagdes ¢ condensagdes sucessivas {(a dgua se vaporiza em uma regifio mais
quente do sélido, migra como vapor e se condensa quando encontra uma regifio de dgua
ainda liquida a uma temperatura menor, transferindo calor latente e realimentando o
processo) podem ocorrer em temperaturas proximas ou acima da ebulic8o da 4gua ou com
materiais sujeifos ao aquecimento em uma superficie e a secagem {evaporacgio) na outra;

- a difusfio superficial de agua liquida normalmente nfo ¢ levada em conta na
maioria das teorias de secagem porgue s6 € significativa para teores de umidade muito
baixos ;

- finalmente, © movimento por gravidade € frequentemente desconsiderado em
fun¢o dos poros da grande maioria dos solidos terem dimensSes muito pequenas.

Pela andlise acima, nfio ¢ sem motive que muitos autores consideram a difuso
(liguido e/ou vapor} e o escoamento capilar como os principais mecanismos de migracdo da

dgua durante o processo de secagem.

Em qualquer processo de secagem, os componentes mais importantes s8o o agente
de secagem e o material a ser seco. Consequentemente, as propriedades de cada material
devem ser estudadas e bem conhecidas.

A intensidade da secagem, a qual reflete a troca do contetido de umidade com o
tempo, ¢ influenciada significativamente pelos pardmetros do processo de secagem, tais
como temperatura, umidade relativa do ar, velocidade do ar e também pelo didmetro da
particula (STRUMILLO & KUDRA, 1986).

O comportamento de um processo de secagem € representado pela curva de
secagem (contetdo de umidade X, em tempo funcéio do tempo 1) e a curva de cinética de
secagem (taxa de secagem R, em funcdo do contetido de umidade X}, como ilustrado pelas

Figuras IL.3 ¢ I1.4, respectivamente.
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Figura [1.3 Curva de secagem Figura I1.4 Curva da taxa de secagem
Fonte: STRUMILLO & KUDRA, 1986.

O perfodo imicial de secagem ¢€ iustrado pela curva A-B. Neste periodo de entrada
em regime o produto € geralmente mais frio que o ar de secagem e a pressdo parcial do
vapor d’agua a superficie do produto ¢ menor, portanto a transferéncia de massa ¢ por
conseqiiéncia a velocidade de secagem sdo muitc menores. Esse fendmeno persisie
enquanto que a transferéncia de calor compensa exatamente a transferéncia de massa. Apés
um curto tempo a relacio X = {(t) toma um cardter linear, linha B-C, chamado de periodo
de taxa de secagem constante. Durante este periodo a quantidade de dgua disponivel no
produto € muito grande ¢ a dgua evapora como agua livre: a pressfio de vapor d’dgua a
superficie € constante e igual & presso de vapor da 4gua pura a temperatura do produto,
temperatura esta igual & de bulbo tmido do gas. A queda linear do contetido de umidade
com 0 tempo vai até o ponto critico C com umidade X,. Apos este ponto a linha torna-se
uma curva (C-D), que aproxima-se assintoticamente ao conteido de umidade de equilibrio,
X, (ponto E), chamado periodo de taxa de secagem decrescente. No fim deste periodo, o

produto estd em equilibrio com o ar ¢ a velocidade de secagem € nula.
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I1.2.2 Modelos Matemidticos para Secagem

O desenvolvimento de modelos matematicos para secagem tem obtido significante
progresso ultimamente (LEFEUVRE er al, 1978, LEVEUVRE, 1981, OFOLI &
KOMOLPRASERT, 1988, TUNER, 1994). Muitos modelos vio de complicadas equaces
acopladas de calor, massa e onda a modelos empiricos expressando transferéncia de massa
através de pardmetros de natureza fenomenolégica incorporando muitos pardmetros do
processo, como poténcia e vacuo. VAN BRAKEL (1980) apontou algumas areas
problematicas na modelagem de sistemas de secagem, como algumas mudangas
caracteristicas nos alimentos. Essas dreas tém que ser levados em consideracfo quando se

estda modelando a umidade contida em um material e os perfis de temperatura de um

sistema de secagem.

IL2.2.1 Modelos de Isoterma de Sorgio

A umidade que o produto alcanga, quando deixado em contato com uma
determinada condicdo atmosférica por um longo tempo, € definida como umidade de
equilibric (GUSTAFSON & HALL, 1974).

A umidade de equilibrio € particularmente importante na secagem porque ela
representa ¢ valor limite para uma dada condi¢io de umidade relativa e temperatura
(NOGUEIRA, 1991).

As isotermas de sorgfo sdc a representacdo grafica da dependéncia da atividade de
dgua em relagdio ao conteddo de umidade de matérias alimenticias a temperaturas e
pressbes definidas, € sdo normalmente determinadas experimentalmente. Elas podem ser de
adsorcdo ou de dessor¢do, conforme tenha sido feita a determinagfio da umidade do
produto, seja ao longo de um processo de umidecimento ou de secagem.

A ocorréncia de diferencas entre as isotermas de adsorg@o e dessorgfio para um
mesmo produto, em condigdes idénticas de determinaco, ¢ muito comum, ¢ esse fendmeno
¢ conhecido como histerese. Segundo LABUZA (1968) varias teorias foram propostas para
explicar a histerese, mas todas elas sdic baseadas na agua condensada nos capiiares, o que
significa que a histerese deveria ocorrer somente a valores de atividade de agua maiores

que 0,500-0,600.
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A isoterma de sorgBio de um material pode ser descrita através de um grafico da
quantidade de agua absorvida como fun¢fio da umidade relativa ou atividade do vapor ao
redor do material. Esta quantidade de dgua € aguela que é mantida depeisrque o equilibrio
foi alcangado a uma temperatura constante. A atividade da dgua ou umidade € definida pela

Equacgo IL.1:

£)
Atividade = o, = 2 = 228 Ly

Po 100

onde: p = pressio de vapor de dgua exercida pelo alimento
po = pressdo de vapor da dgua pura a temperatura T

To = temperatura de equilibrio do sistema

UR = Umidade relativa

Essa curva isoterma pode ser obtida em uma de duas diregdes. Uma isoterma de
adsorsdo é feita colocando um material completamente seco em vérias atmosferas de
umidade relativa crescente ¢ medindo o peso ganho devido & dgua, LABUZA (1968).

A isoterma de dessorcio € feita colocando um material inicialmente Gmido sob as
mesmas umidades relativas, mas nesse caso medindo a perda de peso.

Em geral, esses métodos utilizam uma das seguintes técnicas:

A primeira ¢ aquela onde o material ¢ colocado em um dessecador a vacuo contendo
solucdes de sal saturadas que ddo uma certa umidade relativa em equilibrio. Solugdes de sal
para vérias umidades necessarias para isotermas de alimentos t€m sido compiladas por
WINK & SEARS (1950), RICHARDSON & MALTHUS (1955) e ROCKLAND (1960).

Em uma segunda técnica, como a usada por TAYLOR (1961), a presséo de vapor da
4gua em equilfbrio com um alimento em uma dada quantidade de umidade ¢ medida por
um sistema manométrico sensivel. Um problema inerente em ambas as técnicas estd na
medig¢io da quantidade de umidade do material. Esse problema tem sido revisto em detalhe
por STITT (1958).

A Figura II.5 mostra uma isoterma tipica para produtos alimenticios com ©
fendmeno de histerese. Esta isoterma pode ser dividida em vérias regides segundo ¢ estado
da agua presente, sendo que:

e regido A: corresponde a adsorgfo de até uma monocamada de agua;
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s regifio B: ocorre a adsorcHo de camadas adicionais sobre esta monocamada;
o regifo C: ocorre a condensagéio da agua nos poros do alimento, seguido pela dissolugo
do material solivel presente.

A medida da atividade de 4gua ¢ realizada colocando-se uma amostra do produto
estudado em contato com ar de umidade relativa conhecida e constante, ¢ aguardando-se o
equilibrio, situacfio em que o teor de umidade da amostra deixa de variar.

A umidade relativa do ar a ser colocado em equilibrio com a amostra € obtida com o
emprego de solugfes saturadas de sais, dcidos ou glicerol. As solugBes saturadas de sais,
constituindo-se num sisterna de trés fases (vapor-liquido-s6lido) exercem pressdes parciais
de vapor d'agua constantes, independentes de um incremento de liquido no sistema,

enguanto a solugfo permanece saturada, e portanto, sfio mais adeguadas.

DESSORCAO

¢ ADSORCAQ

CONTEIDO DE UMIDADE

w ;
70 40 80 80 o6
% DE UMIDADE RELATIVA

Figura IL.5 - Isotermas de sor¢fo apresentando o fendmeno de histerese.
Fonte: LABUZA (1968)

As isotermas de sorc#o de umidade em alimentos fomecem informagdes
indispensaveis ao desenvolvimento de processos (e.g. concentragéo, desidrataco, etc.), de
equipamentos ¢ de embalagem. Elas permitem a determinagé@o do valor da monocamada de
agua ligada ao alimento. De acorde com TEIXEIRA NETO (1987), nfo se deve retirar agua

em quantidade inferior & monocamada, pois parece ser este o limite abaixo do qual se
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iniciam wma série de reagdes gquimicas indesejaveis no alimento, além de represeniar a
regifio a partir da qual haveria um dispéndio maior de energia para a eliminacio da 4gua
residual do alimento.

Modelos matematicos que descrevem isotermas de sorgfo sfo de findamental
importéncia, pois com um certo nimero de pontos experimentais € possivel ajustar uma
isoterma tedrica e desta forma fazer a correspondéncia entre teor de umidade do alimento
(Xeq) e atividade de agua (a, ) podendo-se extrapolar valores de dificil determinacéo
experimental.

Para a modelagem de sor¢io de dgua em materiais porosos capilares, estdo
disponiveis cerca de 77 diferentes equagdes com grau variade de validade (RAO & RIZVI,
1986).

A Tabela I1.2 apresenta alguns modelos descritos na literatura.
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Tabela 1.2 Modelos para umidade de equilibrio

Modeio Nome do modelo
_ X,Ca, LANGMUIR (1918)
¥ 1+Ca,
¥ = £,Ca, BET (1938)
T e i+ -1, ]
: HALSEY (1948
(x \] (1948}
“ \lna,)
i T
in(l—a )\ HENDERSON (1952)
ST
1 T{T+Chn cﬂ CHUNG & PFOST (1967)
Xy, =—in Sl
b L -k
N HENDERSON & THOMPSOM (1968)
_(m(i-a,) }
AT +C))
v o1 ln( Ina, ] CHEN & CLAYTON (1971)
“ crto\ -k
v - X, CKa, GAB (VAN DEN BERG, 1985)
“" [(1-Ka,)(]~Ka, +CKa, )]
RN OSWIN (CHINNAN & BEAUCHAT, 1985)
I—a,
X, =Ka” +Ka,” PELEG (1993)
onde:nmy<lemp>1

Fonte: MARINOS-KOURIS & MAROULIS (1995).

Neste trabalho serfio testados trés modelos, sendo dois com fundamentos tedricos

(BET e GAB) ¢ um empirico (HENDERSON).

UNicawmp
gi%i§§?iﬁﬂ§a CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE
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J1.2.2.1.1 Modelo de BET

fornecendo um bom ajuste dos dados para uma grande variedade de alimentos situado na

A equacdo de BET (BRUNAUER ef al., 1938) é o modelo mais conhecido e usado,

regido de 0,050 <a <0450,

Esse modelo descreve a adsorgfio de wma monocamada de vapor na superficie do material.
A isoterma pode ser derivada tanto de um balanco da taxa de vaporizacfo-condensacio ou
de um tempo de residéncia de vibragdo molecular; ela pode também ser derivada

termodinamicamente (LABUZA, 1968). Essas técnicas ddo todas, essencialmente, o

As consideragles basicas feitas sfo:

a) Qi, o calor de sorcio para primeira camada, € constante ¢ igual ao AH, (calor de
vaponzagéo) total mais um calor constante devido 2 interac&o do sitio AHgpgr.

b} Q) para todas as camadas acima da monocamada ¢ igual a AHggr, o calor de

vaporizaco,

¢} Sorcio ocorre somente em sitios especificos.

A aproximacfo cinética classica para isofermas tem sido a LANGMUIR (1918).

mesmo resultado, como mostrado na Equacéo 11.2:

onde: X¢q = contetido de umidade de equilibrio [kg de dgua’kg m s}

20

X, =X, ba,
¢ K +ba,

X = contetido de umidade na monocamada [mesmas unidades de X}

ko = constante de Boltzman = 1,38 x 10°° erg/°C
K=1/po

po = pressdo de vapor da dguaa Ty
T, = temperatura absoluta [K]

a, = atividade de agua

b= ko exp| Al gz ) =cte
RT, RT

R = constante dos gases [cal/g mol K]

AHggr= variagio do calor de sor¢fo [cal/g mol]



A Equagfio (IL2) pode ser rearranjada em uma forma mais adequada para a
plotagem como mostrada na Equagdo (I11.2a):

a, 1 LG (1l.2a)
X X | X

egq J m

Um gréfico aw/X., contra ay, resulta em uma reta, cyja inclinacfo ¢ igual a 1/¥q.
Assim esse valor da monocamada pode ser facilmente calculada. Infelizmente, para a
muitos alimentos, o modelo de Langmuir nfio se encaixa nas seguintes razdes:
A) AH nfo € constante;
B) Provavelmente ocorre a interagfio entre moléculas adsorvidas, ao passe que o modelo

assume nenhuma alteracfo;

C) A adsorgfio méxima possivel € muito maior do gue somente em uma monocamada;

O methoramento do modelo de LANGMUIR foi feito por FREUNDLICH (1926).
Ele considerou que a isoterma era composia de uma série de monocamadas na superficie
composta por sitios heterogéneos. Nesse caso, a quantidade total adsorvida ¢ igual a soma
das isotermas de Langmuir, cada uma com seu proprio calor de adsor¢fio AHggr. Isso
resulta na equag8o empirica (I1.3):

Xy =ka, " (11.3)

onde k e n sfo constantes.

A utilidade principal desses dois modelos esté na predigfio da adsorgdo de gases que
ndo sejam vapor de agua em substratos sélidos como vidro, metais, ou carbono. Uma vez
que uma isoterma € feita em uma tnica temperatura, esses modelos podem predizer a

quantidade adsorvida em outras temperaturas.

A equacio geral para a isoterma BET pode ser derivada cineticamente, da mecénica
estatistica, e de uma consideragfo termodindmica, como revisto por ADAMSON (1963):

X, _ Ca, (1L4)

X, (-a l+(C-1)a,]

onde: C =k exp (AHggr / RT)

k = coeficiente de acomodagdo / fator de freqliéncia ~ 1
Geralmente, a equagio ¢ arranjada como abaixo:

a, ] {%@mﬂ IL5)

(-a)x., x,C | x.C
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Um grafico de aw/(1 — aw)Xe contra a,, d4 uma linha reta.

Como as consideracdes nfio sfo inteiramente verdadeiras para muitos materiais, a
isoterma BET € normalmente usada somente entre atividades de 0,050 a 0,450, mas sfo
fornecidos dados suficiente para que a cobertura da monocamada de Agua possa ser
calculada.

A 4rea superficial da dgue pode ser calculada considerando a drea da molécula de
dgua como sendo 10,6 {A)z. A area superficial Sy, em mz/g de sélido, ¢ determinada pela
equagio:

i

S, =X, -m-No AHO=35x10°X
2

(IL6)

onde: X, = contetido de umidade na monocamada em kg dgua/ kg m.s.;

MH,0 = peso molecular da 4gua = 18 g/gmol;

No = niimero de Avagadro 6 x 10% moléculas / mol;

AH,O = 4rea da molécula de 4gua=10.6 x 107 m*

Pode-se notar que a area superficial medida pela adsorgdo de dgua ¢ usualmente
muito diferente do que foi predito pelos valores BET do nitrogénio ou por métodos de
permeabilidade. BERLIN et al. (1966) mostraram areas superficiais de nitrogénio de
alimentos numa faixa de 0.2 a 2.0 m%/g, e FOX er al.(1963) mostraram resultados similares
para leite em po, usando wma técnica de permeabilidade de gas.

Diferentemente desses baixos valores de N,, muitos alimentos exibem uma area
superficial de 4gua de 100 a 250 m%/g, isto & muitas ordens de magnitude maior. Isso pode
ser pelo fato de que moléculas de dgua séo capazes de plastificar os véarios polimeros de
cadeia longa que formam a matriz estrutural, expondo, assim, todos os sitios de adsor¢éo
interiores (STITT, 1958).

McLAREN & ROWEN (1952) mostraram que, para muitas proteinas, o nmero de
moléculas de 4gua adsorvida € muito préximo ac nimero de sitios polares na cadeia
polimeérica.

Dai fica claro que a 4rea superficial do nitrogénio estd intimamente relacionada com
a distribuicdo de tamanho da particula do produto, enquanto que a area superficial da dgua

néo.
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Muitas modificagbes foram propostas para a isoterma BET. A principal propde que
a capilaridade define o limite superior para o nitmerc de camadas de dgua que podem ser
formadas dentro desta capilaridade. A equag@o abaixo representa este relacionamento:

_1X,Ca, }{} —{n+Ia + nawmi (L7)

" LJ—QW I+{c-1)a, ~Ca,"
onde: n = numero de camadas da substincia adsorvida.

A equagdo BET é, provavelmente, mais util na predicdo do valor de cobertura da
monocamada e do calor de adsorgio AHger, que sio de maior interesse para processamento

¢ estocagem.

FL2.2.1.2 Modelo de GAB

A equacio de GAB (GUGGENHEIM-ANDERSON-de BOER) de trés pardmetros €
um refinamento das teorias de BET e LANGMUIR ¢ tem sido sugerida por muitos
pesquisadores, além de ser recomendada pelo projeto europeu COST 90 (SCHAR &
RUEG, 1984; LOMAURGO et al., 1984; BIZOT, 1985) .

Em uma detalhada pesquisa na literatura VAN DEN BERG & BRUIN, 1981
indicaram que a equacgfo mais eficiente para a predicdio das isotermas de sorgfo era a
equaciio GAB. E um modelo relativamente simples com um pequeno ntimero de
parametros com significado fisico, e pode ser aplicado a uma grande faixa de atividade de
agua (WEISSER, 1985; VAN DEN BERG, 1985; MAROULIS er al. 1988; TSAMI et al.,
1990).

A equacio GAB ¢ normalmente escrita como:

¥ = X,CKa, (11.8)
“ [(1-Ka,)(1~Ka,+CKa,)]

onde: Xeq ¢ a quantidade de umidade do material, aw € a atividade de agua, X, € 2
quantidade de umidade da monocamada (kg de H,O/kg m.s), C e K estdo relacionadas com

os efeitos da temperatura (adimensionais). Ou seja,
C = C,exp (AHc / RT) (11.9)
K =K, exp (AH; / RT) (IL10)
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onde: T € a temperatura absoluta (K, R ¢ a constante dos gases ¢ AH,, AHy sfo fungdes do
calor de sorcdo da agua: AH, = Hy — H,, e AHg = H; — H,, (expressos em kl/kg). C, e K, sfo
constantes, Hp € H, s8o calores de sorcfo das camadas mono e multimolecular da dgua,
respectivamente, ¢ H; € o calor de condensacgio do vapor d'dgua.

Os pardmetros foram estimados ajustando o modelo mateméatico para os dados
experimentais usando regressiic nfo-linear direta. Esse procedimento apresenta muitas
vantagens sobre a regressfo ndo-linear indireta (MAROULIS er ai., 1988). Regresséo linear
por outro lado pode dar resultados muito errados e deve ser evitada (SCHAER & RUEGG,
1984; MAROQULIS er al., 1988).

0 meétodo de regressfio nfo-linear direta estima os parfmetros Xp,, Co, AH., Ko &
AHy ajustando os resultados da equacdo pela substituicdio da Equacio I1.9 e 1.8 na Equacio
I1.10 para todos os dados experimentais.

Us parmetros sfo estimados pela minimizacic da soma dos quadrados residual
SST (Método dos Minimos Quadrados, BECK & ARNOLD, 1977):

i=! j=i
onde: yj; € o valor experimental da variavel dependente (quantidade de dgua em equilibrio)
da j-ésima replicata do i-ésimo experimento, y; € o valor predito do modelo do i-€simo
experimento, € N € o ntmero total de experimentos.

A soma dos quadrados residual, SST, consiste na soma dos quadrados fora do

ajuste, SSR, e na soma dos quadrados de erro puro, SSE:

SST = SSR + SSE (1.12)
onde:
N 2 (I1.13)
SSR = Zni{V/z “'“yf)
jau}
N z (IL.14)
ssE=3 2y, ~vi)

=1 j=l

(IL.15)

W, = Z Wy
J=

O desvio padrio entre valores experimentais e teéricos, Sg, € 0 erro experimental

padrao, Sg, podem ser caiculados pelas seguintes equacgdes:
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SSR (11.16)

(¥ -p)
g2 SSE (IL17)
(M -N)
Ay
e, (I1.18)

onde: p ¢ o numero de parAmetros.
Um modelo ¢ considerado aceitdvel se o desvio padrfo, Sg, entre wvalores
experimentais e tedricos estiver proximo do erro experimental padrio, Se.

De acordo com o teste-F o modelo € aceitdavel quando:

5: ]
?<F,_Q(N—p;M—N)

E

(IL19)

onde: Fi.o(N - p, M - N} € o valor da distribuic8o-F para N — p e M~ N graus de liberdade

no nivel de significante 1 - c.
11.2.2.1.3 Modelo de HENDERSON

A equacio de HENDERSON (1952) foi desenvolvida empiricamente e aplicada na
secagem de milho, couro, ameixa e semente de algodio.
Para a curva do contefido de umidade de equilibrio para estes materiais foi

encontrada a seguinte equacfo matematica:
I-a,=expl-kx,") (11.20)
onde: a, = ¢ a atividade de 4gua
X, = contelido de umidade [kg de agua’kg m.s.]
k’ = fator, variando com o material
n = expoente, variando com o material

O efeito da temperatura é expresso pela relagiio termodindmica de GIBBS

relacionada com base na adsorgéo:

3o _ gg} L2
& \35);

onde: & = tensfo superficial do liquido absorvido na interface sélido-gas [IN/m]

S = superficie do sélido umedecido [m?]



v = volume de liguido [m’]
P = pressio osmdtica absorvida na interface s6lido-vapor [N/m?]
Esta equacio presume que a quantidade de dgua , v, € uma funcio da superficie 8.
A preésé,o osmotica, P, pode ser definida como:
' RT 1 Po (11.22}
v, P
onde: RT = contetdo de gas na temperatura absoluta [K]
v, = volume liguido molar [m®/mol]
po = presséc de saturaglo de vapor do liquido na temperatura T
p = pressdo de vapor do liguido absorvido
A diferenciagfio parcial da Equacfio 11.22 de P em relaco a p e dada por:

ope-Rl 0, (11.23)

¥y
Sendo C a concentracfo absorvida de liquido em moles por metro ao quadrado de

superficie timida:

11.24
_6_1_?— =y 1(:' ( )
as
Combinando as Equagdes (11.21), (11.23) e (11.25) tem-se:
So=CRTéInp (IL.25)

Integrando teremos:

o, —c=CRTIn £ (11.26)
r
Esta equaco relaciona a concentragio adsorvida de vapor C, a temperatura T, ©
equilibric de umidade relativa, p/py, e a energia requerida por metro quadrado onde a
superficie € exposta por remocio de umidade. A presso p, € a pressdo saturada de 4gua na
temperatura T.
A Equag8o I1.26 define as condigBes para 4reas ndo umidecidas.
Substituindo p-pe em p na Equacéo I1.25 ¢ integrando entre os limites G e ©p, temos:
P =Dy (11.27)
-5

-0, =CRTIn
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A Equacio (11.27) pode ser rescrita como:

p,-p CRT (11.28)
P G-

—in

Desde que C € a quantidade de umidade absorvida por unidade de dreaimidae X a

quantidade por 4rea Gmida total, pode-se assumir 2 seguinte relagio:
C=kXx,’ (11.29}

Além disso desde a mudanca em energia da superficie, 8o, ¢ diretamente
relacionado 2 mudanga em quantidade de umidade adsorvida, dv, pela Equac8o 11.21 esses
dois fatores estio relacionados, assumindo assim

!

K, (IL30)

= (j-)v = kQXeqb

Ty
Substituindo {(IL29) e (I1.30) em (I1.28) ¢ R, k; ¢ ky combinando em k, resulta na
Equagdo 11.31:

T R KX,
Py

ou

31
1-£ = exp(-krx,") (31

by

A expressdo (I1.31) ¢ idéntica a Equacfo 11.20, desde que p/py = ay, exceto que um
fator da temperatura esteja adicionado a um processo termodindmico. O valor de po € a
pressfo saturada de vapor d’4gua na temperatura T. As constantes k e n dependem do
material a ser seco.

O efeito da temperatura das propriedades de umidade relativa de equilibrio de um
material pode ser encontrada convertendo a Equacéo 11.31 para:

In(l—a,) ¥ (I1.32)

— kT “
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i1.2.2.2 Bodelos cinéticos de secagem

A maioria dos sélidos orgénicos retém a umidade como parte integral de sua
estrutura, ou entfo no interior de fibras ou poros delgados internos. Nestes materiais, o
movimento de umidade do interior para a superficie ¢ lento e provavelmente ocorre pela
difusio do Hguido. Geralmente a velocidade do movimento de umidade, através da
estrutura do s6lido € descrita em termo da segunda lei de Fick, expressa pela Equac8o 11.33.

g‘i,\;‘f{D VX (1133
or
onde: X ¢ umidade absoluta [kg de H,O/kg m.s.]; D ¢ a difusividade efetiva [m*/s];t é o
tempo [s].

Quando a Der € considerado constanie, o teor de umidade micial X, € uniforme no
interior do produto, a secagem ocorre somente de um lado da amostra em forma de uma
lamina infinita, e ainda a resisténcia externa 3 transferéncia de massa e o encolhimento do

material sdo despreziveis, a Equacdo I1.33 fica reduzida a forma:

ox o’x 1134

ot ef 8)12

onde y € a variavel espacial.
Com as condigdes inicial € de contorno:

CLX=Xpemt=0,0<y <L
C.C. [i}f] 0 emy=0, t>0

CC.X=Xggemy=L,t>0
onde: X, ¢ umidade absoluta [kg de H,O/kg m.s.]; L € espessura inicial da amostra [m].

A solucdo analitica da Equagfio 11.34 para o perfil interno de umidade ¢ dada por
CRANK (1975) como:

X-X, (11.35)

g & 7D,
— exp| —(2n-1* —*L
X, X ﬁz;@ n—1) p{( S —p }

onde X, é umidade inicial do produto [kg de HoO/kg m.s.].
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Normalmente o que se mede nos ensaios experimentais de processo em batelada so
concentragfes medias espaciais ao longo do tempo e como se trata de um problema em

coordenadas cartesianas, esta conceniragfo é obtida através da Equacfio I1.36.

=15 (11.36)
X(t)== ;‘X{’y,fzdy

onde: X é a umidade média do produto [kg HoO/kg m.s.]

Integrando a Eqguacio 11.36 ¢ denominando X (t) de Xe substituindo na Eguacio

11.35 temos o perfil médio de umidade dado pela Equagio 11.37.

(1L37)

{De A
Para tempos de secagem longos, r

> 0,2)

os termos da somatéria que
correspondem a n > 1 sdo tdo pequenos que a Equacfo 1137 pode ser re-escrita
considerando apenas o primeiro termo da série (Equacfo 11.38), permitindo assim desprezar
a contribui¢go do segundo termo em diante. O erro contido nessas simplificagBes é menor

que 2% no valor adimensional do produto (PINTO, 1996).

%-x. s Y (IL38)
'—"'Z—QJCP -

X,-X, = r

11.2.2.2.1 Modelos empiricos

Uma importante correlacdo na secagem de materiais biologicos ¢ a lei exponencial.
Esta lei estabelece que a taxa de secagem ¢ proporcional ao teor de agua livre do material,

na forma:

- B (I1.39)
dX
= e K(X-X

dt ( o/

onde o fator de proporcionalidade K € denominado de constante de secagem.
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Ey =k QF P (11.45)
onde Q € o nivel de poténcia do microondas e P a press&o de vicuo.

Nesta expressfo, os coeficientss empiricos k;, i = 0,..,2 podem ser estimados
ajustando © modelo total empregado nas curvas de secagem experimentais. No caso de
problemas de uma resposta, 0 método usado mais freqlientemente para estimar pardmetros
de um modelo € pela minimizac#o do desvio padriic médio entre os valores experimentais e
celculados:

 dale S (11.46)
(S.)0 = ZZ_‘____
=] j=l N
onde e ¢ o residuo criado quando se compara os célculos do modelo para o ponto
experimental i € para a replicata J, n; € o nlimero de replicatas do ponto experimentalie N €
o ntimero de pontos experimentais. Essa comparacio se refere a cada ponto experimental,
independente da sua posicéo em um experimento especifico (regressdo direta).
O erro experimental padrio médio para todos os experimentos € dado pela seguinte

equacio:

N 52 (IL47)
S 2m nz;
(Sg) Z -

onde 8; € o desvio padrdo dos pontos experimentais com cada experimento. Um modelo €

considerado aceitavel se o desvio padrio entre valores experimental e calculado, Sg, esta

perto do erro experimental padréo, Sg.
11.2.2.2.2 Modelo cinético para a secagem por liofilizacdo

O modelo matematico que descreve a taxa de secagem por liofilizaglio foi
primeiramente descrito por KING (1971). Este modelo envolve necessariamente a
sublimag#o de agua ( aproximadamente 2838 kJ/kgmol) que ¢ fornecido através de uma
fonte de calor e 0 vapor d'agua gerado ¢ removido por um absorvedor de umidade.

O fluxo de calor de um dado material desidratado € dado pela Equaciio I11.48.

__1 N (11.48)
q= 1 1(7; Tf)

32



onde:
q = fluxo de calor [W ou J/s];
Te = temperatura da fonte de calor [K];
Tr= temperatura da parte sublimada [KJ;
h = coeficiente externoc de transferéncia de calor do material seco {mez};

h; = coeficiente interno de fransferdncia de calor do material seco {W/mz}.

O mesmo fluxo de calor também pode ser utilizado para determinar a temperatura

da superficie externa do material seco (Ts), a Equagio 11.49 apresenta essa relacdo.
g = hi (T:+-T) (11.49)

onde: h; = coeficiente externo de transferéncia de calor do material seco [W/m?].

Da Equacéo 11.48 ¢ I1.49 tem-se:

h_T-T, (11.50)
ho T,
O fluxo de massa do vapor d’agua da parte sublimada é dado por:
1 11.51
Na = ———(Ps = Po) (-1
[ES— .+.. ——
k, k,

onde: Na = fluxo de massa de vapor d’agua [kg.mol/s.m’];

Prw = pressio parcial do vapor d’agua em equilibrio com a parte sublimada [atm];

Pew = pressio parcial do vapor d’agua em equilibrio com o absorvedor de
umidade [atm];

kee = coeficiente de transferéncia de massa externo do material seco
[kg.mol/s.m’atm];

kg = coeficiente de transferfncia de massa interno do material seco
[kg.mol/ s.m’atm].

Os termos he, by kee, € kg s8o determinados pela natureza do material e pelo
equipamento de secagem, T. € psv pelas condicBes de operagfo. As Equagdes 11.48 e 11.51
fornecem duas equag¢Oes independentes e quatro incognitas (g, Na, T. e ps), sendo

necessario duas outras equacdes.



Se a temperatura da parte sublimada variar rapidamente, ter-se-4 a seguinte

relacdo:
g = AHNa (11.52)
onde: AH, € o calor latente de sublimag#o do gelo [J/kgmol].
A relagdo adicional corresponde ao equilibric da parte sublimada (pressio de
equilibrio do gelo)

P =111y (11.53)

Desta forma a taxa de secagem (Na) é determinada.
Combinando as Equagbes 11.49, I1.51 e I1.52 tem-se:
1 11.54
hi(Z;“Tf)mAHST“T(Pﬁy‘Pw) A>4)

— e e
k, %

g€ i
Para secagem unidimensional de uma placa h; dada pelas EquagGes [1.48 ¢ [1.40 tem
a seguinte forma.:

Wk (11.55)

© AL
onde: k é a condutividade térmica do solido seco [W/m.K];

AL € a espessura da camada seca em algum tempo durante a secagem [m].

A transferncia de massa do vapor d’agua ocorre na dire¢8o oposta no outro lado da

camada seca, sendo dado por:

D (IL.56)
k, =—
¢ " RTAL

onde: D’ é a difusividade efetiva média na camada seca [m?/s];
R ¢ constante universal dos gases;
T ¢ a temperatura média da camada seca [K].
Para a geometria plana unidimensional, AL, pode ser correlacionado com a fragéo de
umidade inicial restante X, que ¢ dado por:

AL=(1-X) 521 (IL57)

A taxa de secagem pode ser correlacionado com Na pela equagio da taxa de troca

de 4gua contida no fluxo de vapor d’agua:
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N = L1 (_ﬂ g_;{_) (11.58)
2MV N\ dr

aa

onde: M, = peso molecular da agua;

V. = volume do material sélido ocupade por um quilograma de dgua;

mnicialmente V, = , onde X, € a umidade inicial [kgH>O/kg m.s.] e p; € a densidade do

Xopo
sélido seco [kg/m’);
t = tempo [segundos].
Combinando as Equagdes (11.49), (I1.52), (I1.55), (I1.57), (11.58) tem-se uma
equagio relacionando a taxa de secagem, o termo de forca impulsionante ¢ o contetido de

urnidade resiante:

(I11.59)
(ox )=, (L-T)
)
dt

Uma equa¢fo similar pode ser escrita em termos de temperatura da forga
impulsionante total com (Te-T9):
(11.60)
4rM Y, (T,-T,) 2k
AH I (.,. ax j Lh,
dt

(1~X)=

Uma derivacdo similar relatando a taxa de secagem com a transferéncia de massa

total da forca impulsionante pode ser escrita como:

(11.61)

4D MYV, | (pp~Pu)| 2 D'RT
RTI [_g}g} L k,
dt

(1-X)=

O termo (T.-T¢) pode ser assumido como uma constante, a Equagfo 11.60 pode ser

integradacomt=tet=0; X=1e X =X, resultado a Equacéo I1.6i.



(1-X)=

8kM Y, t J 4k (11.62)
Lk

AH T ('1;--33)[1_)(
A Equagao 11.62 ¢ conhecida como modelo URIF (Uniformly Reatring Ice Front).
Alguns pesquisadores utilizaram o modelo URIF para predizer algumas constantes.
GAFFNEY & STEPHENSON (1968), citado por KING (1971), ao liofilizarem uma

solucio congelada de amido de mitho relacionaram (Te-Tp)/(1-X)* contra t, conforme a

Eguacgdo 11.62 e considerando h. como muito grande e através de regressfio linear,

verificaram gue a condutividade térmica € diretamente proporcional a pressio de operagio.

SANDALL er g/ (1966), também citado por KING (1971), utilizando o modelo
URIF, verificaram gque ao liofilizarem fatias de peri, em wm intervalo de pressdo
compreendido entre 2 * 10* a 1,01 bar que a baixas pressdes a relacfo grafica de (1-X)
contra t/(1-X) obtida através da Equac¢fo I1.62 ajustou os dados experimentais obtidos.
(Quando o processo foi conduzido sob altas pressdes, a taxa de secagem foi expressa por (1-
X) contra (Pav — Pew/(-dX/dt), obtida através da Equacfo 1161, Para os dois casos
estudados SANDALL ef ol (1966) verificaram também que a relagdo foi linear ¢ que a
umidade foi reduzida em até 90%.

Segundo KING (1971) a linearidade obtida através da correlacio de dados
experimentais com o modelo URIF ndo pode predizer o mecanismo de transferéncia de
calor interno ¢ somente conducfo através do crescimento da camada seca. O mecanismo de
transferéncia de massa € combinado com a difusfo de massa, difusdo de Knudsen e o fluxo
viscosos através do crescimento da camada seca. Estes mecanismos podem ser confirmados

por comparagdo dos pardmetros de transporte deduzidos da taxa de secagem.
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CAPITULO

MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo abordados todos os materiais utilizados neste trabalbo bem

como todos os métodos analiticos.

ITL I Material

H1.1.1 Calde enzimdtico

Para a realizaciio dos estudos de secagem utilizou-se a enzima o-amilase

(AQUAZYM® 120 L) adquirida da NOVO NORDISK.

Esta enzima foi produzida por processo fermentativo submerso utilizando-se

Bacillus como inéculo.
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II.2 Metodos analiticos
II1.2.1 Planejamento experimental e Metodologia de superficie de resposta

Todos os planejamentos de experiéncias estio, de uma forma ou de outra, voltados &
otimizacio. A metodologia de superficies de resposta € uma técnica de otimizacfo baseada
no emprego de planejamentos fatoriais. Introduzida por G. E. P. Box na década de 1950, ¢
que desde entfio tem sido utilizada com grande sucesso na modelagem de diversos
processos industriais (BARROS NETO er al., 1995).

Para aplicar 2 metodologia de superficie de resposta € necessério realizar
primeiramente ensalos através de um planejamento fatorial. Este método consiste num
numerc fixo de niveis para cada um dos fatores ou variavel de entrada e entfic executar
experimentos com todas as possiveis combinages. Como primeira etapa normalmente €
utilizado um planejamento fatorial de dois niveis (nivel ~1 e nivel +1) para cada varidvel.
Assim, para n varigveis envolvidas no estudo, o niimero de experimentos que deve ser

realizado para investigar todas as combinac¢Ges possiveis € de 2.

A aplicagio dos planejamentos de experiéncias supde que 0s erros experimentais
sdo independentes € constantes em toda a regido experimental; geralmente séo feitos trés
ensaios no ponto central (nivel 0} para permitir o célculo do erro experimental (erro puro).
Uma das vantagens de incluir este ponto € que, replicando-o, pode-se obter o desvio padréo

dos experimentos e a partir deste dado, pode-se calcular o desvio padrdo dos efeitos.

O desvic padrio dos experimentos utilizando o ponto central € calculado pela

seguinte equaco:
- 1.1}
2 (¥, -7y
st =n O
n —
onde:
Szcxp = desvio padrio dos experimentos no ponto central

n = namerc de experimentos executados no ponto central



Y = resultado do experimento i

Y = média dos resultados dos experimentos

A vanéncia dos efeitos € dada por:

o _AS, 1.2
efeitn N

onde: N = miwnero de coeficientes do modelo.

Se o modelo linear ndo apresentar uma boa correlagdo com os dados experimentais
¢ possivel completar o planejamento fatorial inicial realizando-se mais 2n ensaios segundo

uma chamada “estrela”, a fim de se obter ¢ modelo de 2° ordem (quadratico).

O calculo dos valores codificados dos ensaios do plangjamento “estrela” sfo obtidos

pela seguinte expressdo:
- 1/4 s e
a = (2", onde n ¢ igual ao numero de varidveis independentes estudadas.
Neste caso onde s30 analisadas duas varidveis tém-se o variando de ~1,41 a +1,41.

Para analisar se os modelos empiricos obtidos através da regressdo multilinear ou
ndo linear apresentam um grau de ajuste adequado aos dados experimentais, BOX ef al.
(1978) sugerem a realizacio de uma andlise estatistica, utilizando como parmetros o

coeficiente de correlagdo da regresséo e o valor estimado para o teste .

Através da realizacdo do teste F, ou seja, comparando o valor estimado para F a
partir dos dados experimentais com o valor tabelado para uma distribui¢do de referéncia, €
possivel verificar a relevancia estatistica dos fatores experimentais no valor das respostas.
O fundamento do teste F consiste em verificar se existe ou nfio relagfo entre as varidveis e a
resposta. Segundo BARROS NETO et al. (1995), quando n&o ha relagdo entre a resposta ¢
a variavel, pode-se demonstrar que a razéio entre as médias quadraticas da regressdo e dos
residuos (falta de ajuste mais erro puro) MQgr/MQ; segue uma distribuigdo ¥ (hipdtese
nula). Neste caso, a variagfio nos valores dos resultados foi exclusivamente devido a fatores
aleatorios. A hipétese nula pode ser testada comparando o valor efetivamente caleulado
para MQg/MQ; com o valor de F tabelado. Se as variagdes nas respostas observadas

experimentalmente apresentarem alta probabilidade de pertencerem a esta distribuicdo, nédo



h4 razéio para duvidar da hipGtese nula. Entdo pode-se afirmar que a equagio de regressio

nfo € significativa.

Por outro lado, se a razio MQr/MQ; for maior que F tabelado , pode-se afirmar que
a equagho ¢ estatisticamente significativa ¢ os dados experimentais so representados pelo
modelo proposto. No entanto, pode-se acontecer que wma regressiio, embora significativa
no ponto de vista do teste F, nfio seja 1til para realizar previsdes, por cobrir uma faixa de
variagdo pequena dos fatores estudados. Deste modo BARROS NETO er al (1995),
sugerern que para que a regressio seja estatisticamente significativa e preditiva, o valor da

razio MQg/MQ); deve ser no minimo 4 a 5 vezes superior ao valor de F tabelado.

A Tabela Ill.1 apresenta a Andlise da Varidncia (ANOVA) do planejamento

experimental.

Tabela 1.1 Tabela ANOVA para o planejamento experimental com pontos centrais

Fonte de Soma Graus de Media
variacio Quadrdtica SQ | liberdade Quadrdtica Fogioutado Frutotai™
gl MQ
Regressio ii(y i y_) 5 p-1 SQr/(p-1) MQp/MQ; Fot,np
®R) i
Residuos (1) | & i " n-p SQ/(n-p)
Z -3
P
Faltade i = (): My_)z m-p SQra/(m-p) | MQra/MOQer | Farp 0
ajuste (FA)Y | 7 7 S
Erro puro 7 & -, n-m SQep/(n-m)
DD XSO
(EP) i
Total (T) LI S n-1
>3 G-y
i

{(*) Fiabetado com a % de conflanca escolhida (usualmente 95 %0).

% variacdo explicada (Ry) = SQr/SQr
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% maxima varia¢io explicdvel =( SQr - SQepV/SQr
Coeficiente de correlacdo = R?

O Fear. > Fiap

onde:

SQr = 8Q+ 5S¢

8Q; = SQra+ SQep

p € o nlmero de pardmetros do modelo

n € nlimero total de observagdes

m & ¢ nimero de varidveis distintas

y ¢ a média global

~

y, € valor previsto do modelo

v; € o valor observado

¥, € média das respostas observadas no nivel i

E ~

{y,~ y)representa o afastamento da previsdo do modelo para o ponto questdo, y,, em

relaciio a média.

A

(v, - ¥,) € adiferenca entre o valor observado e o valor previsto

~

(»,—y,) depende do modelo e serd tanto maior quanto mais estimativas para um dado

~

nivel, y,, se afastarem do valor médio das respostas deterrninadas nesse nivel, y, . Este

termo fornece uma medida da falta de ajuste do modelo as respostas observadas,

A partir dos resultados obtidos do planejamento experimental é possivel calcular os
efeitos principais ¢ de interagfc das varidveis sobre a resposta, determinar quais sdc 0s

efeitos mais significativos e ajustar empiricamente um modelo de primeira ordem,
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correlacionando as varidveis e as respostas. Estes efeitos sfio calculados segundo a Equacgéo
IiL3:

>_respostas para nivel (+ 1) -3 respostas para nivel (-1) (111.3)
nuimero de respostas no nivel {+1)

Efeito=

Quanto maior ¢ valor absoluto do efeito, maior seré a influéncia na resposta. Este
tipo de andlise pode ser feita porque os efeitos sfc independentes entre si. Isto € garantido

gragas a propriedade chamada de ortogonalidade.

Em alguns casos os efeitos sfo tdo grandes que se pode considerar o fator come
importante. Em outros casos, os efeitos sfo tdo pequencs que o fator poderd ser descartado.
No entanto nem sempre isso € possivel e esta decisfo deve ser baseada em consideragGes

estatisticas.

Neste trabalhe foi utilizado o software Statistica versio 5.0 como ferramenta

computacional.

III.2.2 Atividade enzimdftica

A atividade enzimatica foi determinada pela quantidade de glicose formada & partir
de uma solugfio 7% de amido a pH 6. Neste método utilizou-se um “kit” para dosagem de
glicose da Laborlab S.A.

O ensaio da atividade enzimatica consistiu na adic3o da enzima a uma solugo 7%
de amido em tamp@o acetato de sddio 0,05 M a pH 6 e uma solucfc contendo 0,05% (m/v)
de cloreto de célcio e 0,6% (m/v) de cloreto de sodio. Logo apds a solucdo fol incubada a
37°C em banho-maria por 5 minutos. Uma aliquota de 20 uL da solugfio resultante foi
adicionada a 2 mL de uma solugdo contida no “kit” da Laborlab S.A. e logo apéds incubada
a 37°C por 10 minutos em banho-maria ¢ posteriormente foi feito a leitura da absorvéncia

da solugdo a 505 nm em espectrofotémetro UV/VIS, modelo Sintra 10e da GBC.

A curva padrio foi construida com uma solugdc padric de glicose, nas

concentracdes entre 0,2 a 0,13 umol/mL.
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Uma unidade de atividade enzimética (U) corresponde & quantidade desta capaz de

catalisar a liberagdo de 1 pmol de agficar expresso por glicose/mL a 37°C e a pH 6.

IT.2.3 Afividade de dgua

A atividade de 4gua (a.) em alimentos fluidos e em produtos naturais estima a
disponibilidade para ser utilizada por microorganismos e em reagBes de degradacio. Sua
importincia esta relacionada & melhor conservagfo, pois quanto maior seu valor, maior a

velocidade de deterioracio.

A determinac8o da atividade de 4gua fol medida através de um analisador modelo

Aqua-Lab 3TE da DECAGON, que foi mantido 4 temperatura de 25°C.

O método utilizado fundamenta-se na determinacfio do ponto de orvalho da camada
de ar imido em equilibrio com a amostra, ¢ ponto de orvalho estd relacionado com 2

pressdo de vapor e por conseqiiéncia com a a,, (NORENA et af., 1996).

Inicialmente o equipamento foi calibrado com solugdes de sais saturados (Tabela
II1.2), em seguida a amostra foi colocada diretamente no aparelho, apds alcangar o
equilibrio foram efetuadas trés leituras da ay e a temperatura exata da amostra. Todas as

determina¢@es foram feitas em duplicata.

Tabela II1.2 SolugSes de sais saturados e suas respectivas atividades de sgua

Sais a, a 20°C ay a 25°C
LiCl 0,113 + 0,003 0,113 + 0,003
CH-KOH - 0,226 % 0,003
MgCl; 0,331 0,002 0,328 + 0,002
K>CO; 0,432 + 0,003 0,432 + 0,004
Mg(NOs), 0,544 + 0,002 0,529 + 0,002
NaCl 0,755 + 0,001 0,753 + 0,001
KCl 0,851 £ 0,003 0,843 + 0,003
BaCl, 0,907 + 0,003 0,903+ 0,003
K280, 0,976 + 0,005 0,973 + 0,005
H,0 1,000+ 0,003 1,000 + 0,003

Fonte: Adaptado de NORENA ez al. (1996); IGARASHI (1999).



IIL.2.4 Determinacio da umidade de equilibrio (Isoterma de sorgio)

As  amostras apds o© processo de desidratacBc foram  condicionadas
{aproximadamente 50000 g de amostra) em potes fechados contendo solucdes
supersaturadas de: BaCly, KCI, NaCl, MgNO;.6H,0, K,C0s, MgCh.6H,0, CH:KOH,
LiCl, criando assim no seu interior atmosferas com diferentes wmidades relativas
correspondentes ao equilibrio com solucdes saturadas de sais. Estes potes foram colocados
dentro de uma caixa de isopor & temperatura ambiente. As amostras foram pesadas

semanalmente até peso constante (IGARASHI, 1999).

Todas as amostras foram feitas em duplicatas.

fI1.2.5 Andlise do teor de unidade

O teor de agua residual contido na amostra apés a secagem (X) e apos a
determinacdo da umidade de equilibrio (X) foi determinado termogravimetricamente. As
andlises foram realizadas no equipamento TGA 50 da Shimadzu. As amostras
(aproximadamente 5 mg cada) foram colocadas em uma cé€lula de platina a uma atmosfera
de nitrogénio. As medidas foram feitas no intervalo de 25 a 70°C. Paralelamente afim de
verificar se a umidade enconirada nas andlises termogravimétricas foram corretas, algumas
amostras também foram analisadas por um analisador de umidade a microondas da marca
SMART modelo 5.

II1.2.6 Andlise morfologica

O didmetro médio da particula ou o intervalo de didmetro resultante de cada

processo de secagem foi determinado por microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

A andlise por MEV possibilita a formac8o de imagens através do bombardeamento
de elétrons na amostra, com um aumento de até 300.000 vezes e com uma profundidade de

aproximadamente 10 nm. A imagem ¢ formada pela varredura de um feixe eletrénico
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através da amostra em sincronisme com o feixe de varredura dentro do tubo de raios
catodicos do menitor de video, por intermédio de um detector de elétrons secundarios ou
elétrons retroespalhados (GOLDSTEIN ef of , 1992).

Para o preparo das amostras de c-amilases desidratadas apds o processo de
secagerr, foram pesadas cerca de 50 mg de cada amostra, logo apds foram adicionados 10
mL de n-hexano. As solugdes foram levadas ao ultra-som e logo apés a2 um periodo de 10
minutos de repouso foram retiradas 3 gotas, sendo estas adicionadas gota a gota sobre um
siab previamente preparado com fita de carbono. Apos a secagem do material depositado,

estes foram levados para a metalizacio com ouro a um periodo de 200 segundos.

Para verificar ¢ didmetro utilizou-se um MEV modelo 4401 da LEO Cambridge.

I1.2.7 Medida de pH

O pH do caldo enzimdtico foi medido através de um potencidmeiro da marca
FISHER SCIENTIFIC modelo AB 15, utilizando-se eletrodo combinado de plastico com

bulbo de vidro e solugfo interna de cloreto de prata saturado.

O potenciémetro fol calibrado inicialmente através de solugfes tampdes padrdes
de pH 4,01 € 6,86.

II1.2.8 Eletroforese em condigbes desnaturantes em gel de tricina — SDS-PAGE

A eletroforese ¢ um método de fracionamento baseado na migragdo de particulas
carregadas, positiva ou negativamente, quando sujeitas & aglio de um campo elétrico
(VASCONCELLOS ef al., 1996).

A eletroforese foi utilizada para caracterizagfo da enzima em estudo a fim de se

obter a massa molar para posteriormente ser utilizada na modelagem molecular.

Foram preparados géis de acrilamida e bisacrilamida a 49,5% T, 3% C (spacer gel,

gel de corrida e stacking gel) e utilizados os seguintes padrfes de marcadores moleculares
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(Da): Fosforilase B: 94.000, Albumina Bovina: 67.000, Ovoalbumina: 43.000, Anidrase
Carbénica: 30.000, Inibidor Tripsina de soja: 20.100 e o-lactoalbumina: 14.400.

A eletroforese foi desenvolvida a uma voltagem constante de 60 V durante oito

horas no equipamento Mini-Protean II Cell da Bio-Rad.

A revelacBo dos géis fol realizada inicialmente com soluglo contendo comassie
brilliant blue R-250, metanol e 4cido acético glacial. Para a fixagio do gel utilizou-se uma

solucio contendo 40% de metanol e 7% de 4cido acético.

I11.2.9 Calibracdo da poténcia do forno de microondas

A poténcia do secador projetado foi calibrada utilizando-se ¢ método “IMPT 2-
litros”, conforme BUFFLER (1991). Inicialmente ¢ forno de microondas foi pré-aquecido
com 2 L de dgua por cinco minutos, logo apds foi ajustada a poténcia do microondas a uma
poténcia maxima com uma carga de agua de 2000 = 5 g, colocada em dois béqueres de 1 L.
Foi determinada a temperatura inicial da dgua, e logo apds os béqueres foram colocados no
centro do forno, lado a lado. O forno foi ligado por dois mimutos e dois segundos, e logo
ap6s foram lidas as referidas temperaturas. A poténcia foi calculada conforme a Equagio
IL7:

AT.CC)+ AT, (°C) (1IL7)

Py ="70*
W) 5

onde AT, e AT sfio as elevacOes da temperatura nos dois béqueres, calculadas

subtraindo-se as temperaturas iniclais e finais respectivamente.

Neste trabalho nfo foi computado o efeito da oscilago da corrente elétrica sobre a

poténcia do microondas.
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FIE.2.16 Modelagem maiemdfica

Os ajustes dos dados experimentais foram determinados através da técnica de
regressdo nfo-linear, utilizando-se o aplicativo Statistica versfo 5.0 como ferramenta

computacional.
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CARACTERIZACAO DA ENZIMA «-AMILASE

IV. I Propriedades

Conforme descrito no Capitulo I, a enzima utilizada nos experimentos foi o-
amilase bacteriana (EC 3.2.1.1) adquirida da NOVQO NORDISK com nome comercial de
AQUAZYM® 120L.

Segundo os fornecedores, esta enzima € utilizada na hidrélise de amido de gomas
téxteis em dextrinas soltiveis, sendo a sua temperatura de atuagfio na faixa de 30-70°C.
Conforme mostra a Figura IV.1 o seu pH de atuacfio encontra-se na faixa de 6-7 sendo que

abaixo ou acima destes valores héd uma queda acentuada na atividade.

De acordo com os mesmos fornecedores a adicfio de estabilizantes aumenta
significativamente a sua susceptibilidade frente a temperatura e pH. A Figura IV.2 mostra
que na presenca de estabilizantes melhores temperaturas sdo conseguidas. Estas estfo entre
65-70°C e que em valores muito elevados (acima de 80°C) h4 uma grande perda de

atividade nos primeiros cem minutos de exposicio.

Um outro fator relevante € a influéncia de estabilizantes frente ao pH de atuaco.

Conforme mostra a Figura IV.3 com a adigfio de estabilizantes houve um aumento
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significativo na faixa dtima de pH (6-9). Cabe ressaltar também, que a adicfo de célcio a

concentracdes acima de 0,5 g/L n&o altera sua atividade (Figura V.4).
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Figura IV.1 Influéncia do pH sobre a Figura IV.2 Influéncia da temperatura
atividade enzimética sobre a  atividade na presenca de
estabilizantes.
pH: 7.0
Estabilizantes: 0,5 g CaCl,.2H,O + 6.0 g
NaCl por litro

Fonte: NOVO NORDISK, 2000.
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Figura IV.3 Influéncia do pH sobre a
atividade enzimatica com adi¢do de
estabilizantes

Temperatura: 70°C

Estabilizantes: 0,5 g CaChL.2H, 0+ 6.0 g
NaCl por litro

Tempo de reago: 60 minutos

Fonte: NOVO NORDISK, 2000.

IV.2 Massa molar

Figura IV .4 Influéncia da concentracio de
calcio na estabilidade

Temperatura: 70°C

pH: 7,0

Tempo de reacfo: 60 minutos

A eletroforese em gel de tricina SDS-PAGE do caldo enzimadtico revelou que a u-

amilase utilizada nos experimentos € constituida de duas sub-unidades, sendo estas

heterodimeras com massas molares de 40,74 kDa e 16,59 kDa, totalizando uma massa de

57.33 kDa. Um outro fator relevante foi verificado que o caldo enzimatico apresentou

outros componentes que provavelmente devem ser proteinas e outros componentes

celulares (Figura IV.5).
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Figura IV.5 Eletroforese em gel tricina SDS-PAGE do caldo enzimatico

IV.3 Caracteristicas gerais do caldo enzimdtico
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O caldo enzimatico apresentou as seguintes caracteristicas:
pH — 6,56

Atividade enzimatica (U/mlL) — 0,9324

Densidade (g/mL) — 1,0879

Teor de umidade (kg HoO/kg m.s) — 4,42

Atividade de dgua — 0,935




CAPITU

SECAGEM DE o-AMILASE POR MICROONDAS A VACUO

Neste capitulo serfio abordados alguns aspectos tedricos e basicos sobre secagem

por microondas sob condigdes de vacuo.

Procurou-se inicialmente em descrever alguns aspectos fundamentais sobre calor de
microondas e suas aplicagdes.

Serfio também descritas neste capitulo as metodologias utilizadas para a secagem de

c-amilase assim como alguns dados de construgio do secador utilizado neste trabalho.

V.1 Introducdo

V.1.I Calor de microondas

Microondas fazem parte do espectro eletromagnético entre as ondas do radic e
infravermelho e sdo geradas por meio de tubos de poténcia especiais chamados
Magnetrons, Klystrons e Amplitons (TAPE, 1970). Microondas s&o ondas eletromagnéticas
de comprimento de ondas na faixa de 0,1 milimetro a 1 metro e com freqiiéncia entre 300 ¢

3.000 megaciclos por segundos (DECAREAU,1985).



Embora a aplicacfo industrial da energia microondas tenha se iniciado hé mais de
quarenta anos, a aceitaclo ¢ a difusdio do seu use tem sido pouco restrita, devido a diversos
fatores.

Apeséx da utilizagic da energia de microondas ser considerada uma tecnologia
nova, as aplicagdes em forno doméstico ja eram utilizadas logo apés a segunda guerra
mundial.

A energia de microondas desenvolve calor dentro dos materiais utilizados,
reduzindo o tempo de tratamento, melhorando o rendimento dos processos e gualidade final

dos materiais, quando comparado com os processos convencionais utilizados nos diferentes

seguimentos da industria.

As freqiiéncias permitidas no uso industrial, cientifico ¢ medicinal pela *Federal
Commumnications Commaission” de acorde com ¢ “International Radio Regulations” de
Genebra em 1959 sfo as seguintes: 915, 2.450, 5.800 e 22.125 megaciclos por segundo,
sendo gue a freqiiéncia mais utilizada em processamento de alimentos € de 2.450
megaciclos por segundo, corrsspondendo a 12,2 cm de comprimento de onda no vacuo.
Para fins industriais e sob autorizagfio especial pode-se também ser utilizada a freqiiéncia

de 915 megaciclos por segundo (TAPE, 1970; DROUZAS & SHUBERT, 1996).

Um pré-requisito para & absor¢do de energia de microondas por um material € a
existéncia de substincias contendo dipolos ou centros dipolares (DROUZAS & SHUBERT,
1996).

O aquecimento por microondas de uma substincia possui varios fatores:
permissividade dielétrica (g), perdas por condutividade, temperatura (T), intensidade de
campo, capacidade calorifica (C) e densidade (p). A condutividade térmica também €
importante quando existe um gradiente de temperatura. Portanto, uma secagem por
microondas bem sucedida requer conhecimento das propriedades do material ¢ do
equipamento de microondas.

Quando uma substincia absorve energia de microondas, sua temperatura se eleva. A

taxa de mudanga de temperatura € dada pela expressio abaixo:

ar P V.1
dar p*C
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onde, P, € a poténcia absorvida por volume de unidade de material que depende diretamente
da parte imagindria da permissividade dielétrica e do fator de perda (&),

Como as propriedades dieléticas da maioria dos materiais mudam com 2
temperatura, mesmo se C e p forem constantes, o aquecimento dielétrico nfio serd
constante.

Para alguns materiais, as propriedades dielétricas variam nfo unicamente com a
temperatura mas também com contetdo de umidade. O &7 é diretamente proporcional ao
contefdo de umidade. Num baixo contetdo de umidade, sendo esta na forma de filmes
finos, que podem ou ndo ser continuos, o £~ decresce com decréscimo do  contetido de
umidade (AYAPPA, 1997).

Vem sendo observado que a quantidade de poténeia absorvida é méxima durante os
estdgios iniciais da secagem. Durante aquecimento e a secagem dielétrica, o campo
eletromagnético estd altamente acoplado com a transfer8ncia de calor ¢ de massa
Mudancas no conteide de umidade e na temperatura afetam significativamente as
propriedades diclétricas e a distribuigdio do campo eletromagnético. O valor da carga,
relativo a cavitagfo, também afeta a impedéncia da cavitagio ¢ a quantidade da poténcia
refletida ao magnetrom, o que determina a performance do equipamento. A colocagfio da
carga na cavitacdo do microondas também afeta o aquecimento (ZHANG & DATTA,
1998).

PADUA (1993) investigou o efeito de composi¢éio em perfis de temperatura em gels
de 4gar contendo sacarose. O desenvolvimento de perfis de temperatura dentro de amostras
dependia quase exclusivamente da capacidade das amostras em absorver energia de
microondas. O nivel de sacarose afetou notavelmente os modelos de aquecimento de
amostras em gels de agar cilindricos também contendo sacarose. Os gels preparados com
solugdes de sacarose concentrados absorviam energia de microondas mais eficientemente,
mostrando um aquecimento na superficie ¢ um centro frio, do que aqueles com nenhuma
sacarose na qual absorviam menos energia, mostrando um aquecimento central ¢ uma
superficie fria. Assim, PADUA (1993) sugeriu que pode ser possivel descrever um modelo
de aguecimento por microondas de alimentos através da geometria e da formulagéo.

AYAPPA et al (1991) apresentaram uma distribui¢do de calor ¢ um perfil de
temperatura transiente para uma amostra de bife cru exposto a microondas de intensidade

igual em ambos lados. Até 450 MHz, as propriedades dielétricas sfo fungles da
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temperatura. De acordo com estes autores, a profundidade de penetragio decresce com o
aumento da temperatura. Em altas frequéncias (e.g. 2.800 MHz) as propriedades dielétricas
sdo fracamente dependentes da temperatura. Assim a distribui¢go de calor muda pouco com
o agquecimento das amostras. Além disso, uma distribuigfio de temperatura no-uniforme
ocoITE em amostras aquecidas por microondas em ambas frequéncias,

A 2.450 MHz, um das duas frequéncias comuns de microondas, com o aumento da
temperatura do produto, mais energia € absorvida perio da superficie do material
{(MUDGETT, 1986). Por causa do suprimento continuc de energia de microondas, a
temperatura do produto tende aumentar rapidamente. Este efeito € responsavel pela queima
da superficie do material (GUNASEKARAN, 1990). Para evitar o super-aquecimento do
produto e para usar a energia aplicada mais eficiente, a transféncia de calor e de massa

devem ser balanceadas cuidadosaments,

Vem sendo sugerido que um suprimento intermitente de energia pode melhorar a
utilizacfo da energia térmica assim come a qualidade do produto seco gue sdo sensiveis a
temperatiwra quando as taxas de transferéncia de massa ¢ de calor interno controlam a
velocidade global de secagem (CARABIN, 1990).

GUNASEKARAN (1950) utilizou energia de microondas continua e pulsada para
avaliar as velocidades de secagem de milho. Curvas tipicas de secagem exibiam um periodo
inicial de lenta remoc¢do de umidade seguida por um pericdo de secagem rapida.
Aparentemente, durante os segundos iniciais a energia de microondas foi usada para
aumentar a temperatura do milho e pouca agua foi evaporada. Uma vez atingida a
temperatura de saturag@io, ela rapidamente evaporou com a entrada da energia de
microondas. O tempo de nfo funcionamento fornece o tempo de descanso necessario a
redistribui¢dio de umidade dentro dos nicleos, nivelando o perfil de umidade por toda a
massa de grio. Portanto, durante o tempo de ligacdo subseqiiente a secagem fol mais
eficiente. As velocidades de secagens por microondas foram as mais altas para uma
aplicagio de forca continua (70)s:10'3 para 85x107 kg de H,O/h). Entretanto, a aplicacéo
pulsada foi a mais répida (35x107° para 60x107 kg de H»O/h) que a secagem convencional
por ar quente. GUNASEKARAN & PAULSEN (1985) relataram que a velocidade desse
tipo de secagem foi de 75%107 para 150x10° kg de H>O/b para secar milho de 25% para
15% de umidade.
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V.1.2 Efeito das microondas em sistemas biolégicos

Algumas formas de radiagfio sfio conhecidas por provocar mudancas bioguimicas e

fisicas no material sujeito ao tratamento pela radiacio.

Os efeitos destas radiacfes em sistemas biolégicos podem ser térmicos ou ndo-
térmicos.

Os efeitos térmicos acontecem quando a energia das microondas ¢ transformada em
calor. Como a absorgHo da energia das microondas depende da constante dielétrica e este

parimetro tem valor elevado para a 4gua, os sistemas orginicos com alto contetdo aguoso

s#o os mais afetados pelas microondas.

Os efeitos ndo-térmicos ocorrem quando unifes moleculares sfo submetidas a
tensGes. Efeitos nfio-térmicos podem incluir arranjos em macromoléculas e estruturas
subcelulares suficientemente importantes para causar perturbagdes metabélicas e funcionais
a nivel celular (LAMBERT, 1980).

FUNG & CUNNINGHM (1981), estudaram os efeitos de microondas sobre 4cido
desoxirribonucléico (DNA) e acido ribonucléico (RNA) e encontraram que certas
freqiiéncias tem efeitos especificos e que estes efeitos nfio eram devidos & mudanga de

{emperatura.

Algumas estruturas de materiais bioldgicos com extensivas ligagSes de hidrogénio
podem ser afetadas por radiagio eletromagnéticas de baixo valor de energia quéntica. O
delicado balanco de estruturas com extensivas ligagBes de hidrogénio, as quais determinam
as fungdes de macromoléculas, sdio possivelmente susceptiveis a disturbios por microondas
(ROSEN, 1972).

DREYFUSS & CHIPLEY (1980) observaram o comportamento da atividade
enzimética sob acdo das microondas (Tabela V.1). Quando as enzimas de procedéncia ndo
microbiana foram irradiadas n3o foi observada nenbuma alteracio nas respectivas
atividades. Este fato levou a formulaciio da hipotese da existéncia de um efeito letal das

microondas de carater ndo-térmico.

57



Tabela V.1 Influéncia do aquecimento convencional e por microondas sobre a atividade de
algumas enzimas

ENZIMA ATIVIDADE ENZIMATICA
Forno de microondas Forneo convencional
Malato desidrogenase Aumento Aumento menor
{alfa) Cetoglutarato desidrogenase Aumento Diminuicio
Citocromo desidrogenase Aumento -
ATP-ase citoplasma Aumento Aumento
ATP-ase membrana Sem variacdo -
Fosfatase alcalina Sem variacio Sem variacéo
Lactato desidrogenase Sem variagio Diminuicio
Glucose 6-P desidrogenase Diminuigio Aumento
Termonuclease Aumento -

Fonte: DREYFUSS & CHIPLEY, 1980

DATTA & LIU (1992) verificaram que ¢ aquecimenio em forno microondas de
alimentos apresenta maior retengdo de nutrientes e que os niveis de tiamina ndo variam

significativamente em compara¢fo com 0 aquecimento convencional.

V.1.3 Secagem por microondas a vdcuo

A secagem por microondas sob vécuo pode ser considerada como uma alternativa
interessante frente a secagem convencional por oferecer um curto tempo de exposico do
material a altas temperaturas.

Neste sistema, o material frequentemente na forma de pasta, € espalhado em uma
correia transportadora € passa por um timel onde recebe a incidéncia de microondas a uma
determinada pressdo que varia de 0,0013 a 0,03 bar, causando a formagéio de uma espuma
que quando seca tem propriedades de rehidratacic (JAYARAMAN & DAS GUPTA,
1995).

Segundo DERMELJ er al. (1995) o calor requerido para a secagem ¢ gerado pela

absorcio de radiaciio eletromagnética por moléculas ou substincias a serem secas, com 18$0
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a energia € transformada em energia cinética, especialmente a da dgua. O aumento da
energia cinética faz com que a vibrag@io molecular seja intensa principalmente com o
aumento da temperatura e da evaporagfio da agua. O vacuo produzido abaixa a pressio de
vapor do liquido, assim, a combinag8o do vécuo ¢ & energia de microondas resulta em uma
suave ¢ rapida secagem. O mecanismo fisico da difusfio da agua do produto limita a
velocidade de secagem e a intensidade das microondas. Nesse caso, a transferéncia de calor
e massa, aparentemente parece simples, mas diferengas entre a energia de ativagio da dgua
ligada e da agua livre, por exemplo, dificultam o processo de secagem (PEARCE ef al,
1988).

A energia de microondas € a secagem a vacuo cria varias estruturas porosas em gels
de amostras, facilitandoe o transporte de vapor d’4gua. A evaporacio da dgua dentro da
amostra € acelerada pela absorco preferencial da energia de microondas e pelas moléculas
de dgua (DROUZAS er al., 1999).

Atualmente diversos alimentos estfio sendo processados com ajuda desta técnica,
como na concentracdo de sucos de frutas, chas ¢ cafés instantdneos e recentemente na

secagem de vegetais e grios JAYARAMAN & DAS GUPTA, 1995).

Geralmente apds o processo de secagem hé uma perda de substéncias volateis o que
compromete a qualidade aromdtica do alimento. HUELT (1974) verificou que a0 secar
sucos de frutas em secadores tipo spray dryer, 11% dos compostos volateis se mantinham
no alimento; quando a secagem foi realizada em liofilizador houve um aumento
significativo para 33% e quando o mesmo suco foi seco em secador por microondas sob
condicdes de vacuo a retengfio de tais substincias aumentou para 82%.

MEISSEL (1979) verificou que ao secar sucos de laranja e de morango em um
secador & microondas sob vacuo, operando continuamente a uma presséo de 0,013 bar, as
principais caracteristicas desses alimentos permaneceram inalteradas ¢ a concentragdo de
vitamina C e compostos voldteis ndo tiveram perdas muito significativas. Estudos
comparativos na secagem de suco de laranja em secadores tipo spray dryer, lofilizador e

microondas sob vacuo conduziram os mesmos resultados descritos por HUELT (1974).

Experimentos realizados por DROUZAS & SHUBERT (1996) ao secarem bananas
em fatias, em um secador de microondas a vécuo, verificaram que a qualidade do produto

varia significativamente com a temperatura ¢ a poténcia de operagfo. Segundo estes autores
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a variagdo de pressfo nfo influencia muito na secagem e que piores resultados foram
obtidos quando o processo foi conduzido a altas pressGes.

Estudos feitos por FORWALTER (1978) em uma unidade piloto operando em
batelada, verificou que ao secar cereais a uma pressfio de 0,03 bar a temperatura de
secagem diminuiu significativamente de 93,3°C para 51,7°C.

DROUZAS et al. (1999} verificaram que ao secarem gels de frutas, em um formo de
microondas doméstico dotado de um dessecador de vidro, a poténcia de operagfo estd
diretamente relacionada a gualidade do produto, a poténcias mais altas a secagem € mais

completa assim como o seu aspecto colorimétrico methorou.

A secagem de materiais biol6égicos como proteinas, enzimas e hormoénios utilizando
gssa técnica tem sido pouco explorada. Encontram-se na literatura poucas referéncias,
sendo os métodos convencionais os mais estudados, nos quais podemos citar a secagem por

liofilizaco e por atomizacéo.

Cabe ressaltar que DERMELJ et ol (1995) estudaram o efeito da secagem de
proteinas contida em Urtica urers por microondas sob vacuo. Segundo estes autores a

concentracfio de proteina estd diretamente relacionada com o tempo ¢ 0 modo de operagdo
(Tabela V.2)
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Tabela V.2 Valores médios baseados em trés determinacfes na secagem por microondas
sob véicuo de proteinas contida em Urtica urens.

Amostra Modo de Tempeo de Poténcia Proteina

Operaciio Operacio (min) W) (%)
1" - - - 18,1
2 n 1 300 17,7
3 n - 360 18,7
4 n 5 300 17,9
5 n 7 300 18,3
6 n 10 300 20,3
7 n 15 300 20,8
8 n 1 600 i8,1
9 n 3 600 18,5
10 n 5 600 18,4
11 n 7 600 18,1
12 n 10 600 18.9
13 n 15 600 19,0
14 i 1 300 17,4
15 i 3 300 18,4
16 i 5 300 17,6
17 i 7 300 18,4
18 i 10 300 19,4
19 i 15 300 18,3
20 i 1 600 18,2
21 i 3 600 19.0
22 i 5 600 18,6
23 i 7 600 17.8
24 i 10 600 17.4
25 i i5 600 17,9

+ Amostra original
n Normal

i Impulso (metodologia nfo escrita)

Fonte: DERMELIJ er al., 1995
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Segundo GUNASEKARAN (1999) a secagem por microondas sob vécuo pulsada é
conveniente para produtos sensiveis ao calor, tais como enzimas e protefnas. Este método
tem um menor gasto de energia e resulta num produto de melhor qualidade. No geral,
quanio menor o ciclo de operagfo e maior a taxa de pulsos, melhor a utilizagfo da energia e

menor o custo energético.

DROUZAS & SHUBERT (1996) obtiveram melhores resultados na secagem de
fatias de bananas quando a poténcia fol operada de forma pulsada. De acordo com estes
autores foram obtidos menores teores de umidade e de atividade de 4gua. Em estudos
comparativos realizados por estes autores revelaram que algumas caracteristicas como; cor,

sabor, aroma e forma foram as mesmas quando algumas amostras foram liofilizadas.

V.2 Parte Experimental

V.27 Secador de microondas ¢ vdcuo

O secador utilizado nos experimentos foi construido através de um forno de
microondas convencional da marca BRASTEMP modelo 38 MWO. Neste forno o seu
interior € constituido de aco inoxidével o que faz com que as microondas reflitam por todas

as direcges, ocasionando wma secagem mais homogénea.

Na parte superior do forno foram feitos dois orificios na qual um deles foi
adicionado um termopar do tipo I, que foi previamente calibrado com ¢ intuito de verificar
a variagdo da temperatura interna, sendo esta registrada através de um controlador de
temperatura da marca OMRON modelo E5CN. A medida da temperatura interna no
microondas foi apenas qualitativa. Em um outro orificio de 80 mum de didmetro teve como
finalidade permitir a saida da torneira de vacuo da tampa de um dessecador que foi
colocado no seu interior, de forma que a entrada de vécuo ficou posicionada para fora.
Nesta entrada foi adicionada uma mangueira ligada diretamente a umna conexo de latéio em
forma de T unindo o dessecador a um bomba de vacuo de modelo RV5 da EDWARDS na
qual foi adaptada uma vélvula reguladora de pressio, que operou na faixa de 0,63 a 0,06
bar. Na saida rosqueada da conexfo foi adicionado um mandmetro digital da COLE-

PALMER com o intuito de registrar a pressdo interna do dessecador (Figura V.1).
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Figura V.1 Secador de microondas a vacuo

V.2.2 Metodologia

V.2.2.1 Planejamento experimental

Bomba de vicuo;

Valvula reguladora de pressdo;
Mandmetro;

Controlador de temperatura,
Termopar I;

Fomo de Microondas;

Dessecador com amostra.

Para otimizar os experimentos e as condigdes de secagem foi utilizado a téenica do

planejamento experimental que consistiu no plangjamento em estrela com investigagio de

dols fatores em ¢inco niveis.

Os niveis escolhidos para as varidveis independentes estfo citados nas Tabelas V.3 e

V.4,

Tabela V.3 Niveis das variaveis estudadas

Variaveis Niveis
. \[i -1 1] +1 + \/E
Pressdo P (bar) 0,63 0,55 0.34 0,14 0,06
Poténcia Q (W) 200 300 550 800 900




Tabela V 4 Matriz do planejamento fatorial.

Ensaio Pressio (P) Poténcia (()
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 {0 4]
6 0 ¢
7 0 0
8 -z 0
9 +4/2 0
10 0 -z
1 G +4/2

V.2.2.2 Metodologia da secagem

Para cada experimento de secagem foi utilizado aproximadamente 5,0 mL de caldo

enzimatico que foi colocado no interior de um dessecador e desidratado conforme as

varidveis do planejamento experimental.

V.3 Resultados e Discussio

V.3.1 Estudo cinético da secagem e modelagem matemdtica

Com o intuito de avaliar o melhor tempo para ser utilizado no planejamento

experimental, inicialmente foram realizados estudos cinéticos da secagem a uma pressio ¢

poténeia estipulados conforme descrito na Tabela V.3 e V.4
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Os resultados obtidos foram ajustados pelo modelo empirico modificado para
secagem por microondas a vacuo.

A Figura V.2 mostra a influéncia do tempo de secagem em funcfo da umidade
residual.

Os valores dos par@metros de ajuste ¢ o coeficiente de correlagfio estio na Tabela V.5,
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Tabela V.5 Parmetros de ajuste do modelo empirico.

Varigveis ky (W.bar/s) k; ks R
P =0,55 bar 00111 -0,1691 0,1277 0,9799
Q=300 W
P =0,14 bar 0,02096 0,0652 0,1109 0,0821
Q=300 W
P =0,55 bar 0,0343 -0,0269 0,1110 0,9949
Q=800 W
P = 0,14 bar 0,0270 0,0599 01111 0,9941
Q=800 W
P =034 bar 0,0487 -0,0974 0.1331 0,9991
Q=550 W
P = 0,63 bar 0,0575 -0,0671 0,11205 0,9926
Q=550W
P = 0,06 bar 0,0674 -0,0167 0,1480 0,9990
Q=550 W
P =0,34 bar 0,0096 0,0316 0,1131 0,9853
Q=200 W
P = 0,34 bar 0,0303 0,0571 0,1064 0,9938
Q=900 W

Afravés da Figura V.2 foi verificado que num intervalo de 150 segundos
praticamente o caldo enzimatico foi desidratado, salvo apenas quando as amostras foram
processadas a baixa poténcia e véacuo. Foi verificado também que a secagem foi
praticamente completa em 120 segundos quando o equipamento foi operado com altos
valores de poténcia e a baixas pressdes, concluindo que o tempo de secagem ¢ influenciado
principalmente por altos valores de poténcia e a alto vacuo. Estas observages foram
semelhantes as descritas por DROUZAS & SCHUBERT (1996) que utilizaram banana

como material de pesquisa.

Foi verificado através do ajuste do modelo empirico estudado gue as constantes Ko,
k; e ko foram muito baixos. Esta observagfio também foi relatada por DROUZAS er al.
{1999) ao utilizarem géis de frutas, obtendo resultados semelhantes ao deste trabalho.
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V.3.2 Estudo do influéncia da pressdo ¢ da poténcia na atividade enzimifica ¢ na

atividede de dgua do material desidratado
MNesta etapa do trabalho foi venificado a influéneia da pressio e da poténcia scbre a
atividade enzimatica (AE) e sobre a atividade de 4gua (aw), conforme o planejamento

descrito anteriormente a um tempo de secagem de 150 segundos.

V.3.2.1 Influéncia sobre a atividade enzimdtica

Conforme mostra a Tabela V.6 através do planejamento experimental foi verificado
a influéncia das varidveis pressio e poténcia sobre a atividade enzimatica do material

desidratado.

Tabela V.6 Influéncia do planejamento experimental sobre a atividade enzimatica.

Ensaio P (bar) o w) AE (U/mi)
! -1 -1 0,8332
2 +1 -1 0,8877
3 -1 +1 0,4583
4 +1 +1 0,2611
3 0 0 0,5101
6 0 0 0,5074
7 0 0 0,5313
8 -2 0 0.8675
9 + A2 0 0,1417
10 0 -2 0,7776
11 0 +42 0,6349
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V.3.2.1.1 Andlise da superficie de resposta scbre a atividade enzimdtica
A Tabela V.7 apresenta os valores dos coeficientes de regresséio para um modelo de
segunda ordem analisando a atividade enzimética (AE) em fungfo das varidveis

independentes pressdo (P) e poténcia (Q).

Tabela V.7 Coeficientes de regressfio estimados

Yatores Coeficiente de Regressiio
Média 0,516250
P (bar) (L) -0,146195
P (bar) @ -0,004825
QW) @) -0,15G787
QW) {q) 0,096604
Px Q(barx W) -0,062925

onde: (L) coeficiente linear

(q) coeficiente quadratico

Através dos resultados obtidos pela Tabela V.7 foi possivel obter um modelo
empirico codificado que ficaria da seguinte forma:
AE = 0,516250 — 0,146195P ~ 0,150787Q - 0,062925PQ - 0,004825P" — 0,096604Q° (V.2)
A validade do modelo foi verificada pela Tabela V.8, através da Analise da
Varidncia (ANOVA), calculada para todos os pardmetros € 0 Feacuado que foi comparado

com © Fiabelado @ 95% de confianga.

69



Tabela V.8 Tabela ANOVA para o plangjamento experimental em estrela

Fonte de variacio | Soma Quadrdtica | Graus de Liberdade Média Quadritica
Regressio 0,426597 5 0,0853194
Residuos 0,177966 ] 0,0355932
Falta de ajuste 0,177623 3 0,0587433
Erro purc 0,000343 2 0,0001715
Total 0,604563 10

Coeficiente de correlagio: RZ = 0,70563

Através do modelo que considera todos os efeitos estimados foi obtida a superficie
de resposta {Figura V.3 (a} e (b)], permitindo a andlise da influéncia da pressio e da
poténcia de operaglo sobre a atividade enzimética do material desidratado.

A analise da ANOVA revelou que Fey. foi menor que Fip no nivel de confianca de
95%, sendo o modelo representado peia Equacfio V.2 nBo-preditive, © que ndo pode ser

utilizado como modelo empirico estatistico do processo.
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Figura V.3 Superficie do planejamento em estrela para a atividade enzimatica (a) Superficie

de resposta; (b} Curva de nivel da superficie quadratica.
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O plangjamento experimental revelou que a pressfo ndo influencia muito na
atividade enzimatica do material desidratado. Todavia a variagdo da poténcia no processo
de secagem estd diretamente relacionada com a desidratag@io do material e com a atividade
enzimatica. A Figura V.3 mostra que melthores resultados foram obtidos guando o processo
foi conduzido a baixos valores de poténcia, situado na regifo de 200 ¢ 300 W, Com o
aumento da poténcia piores foram os resultados e, quando o processo foi realizado em
baixas press®es e a altos valores de poténeia houve uma perda significativa da atividade
enzimética. Estas mesmas observacSes também foram relatadas por DROUZAS &
SCHUBERT (1996) e DROUZAS er al. (1999) ao secarem bananas e géis de frutas.
Segundo estes autores a pressfio nfo influencia muito no processo de secagem, porém
quando os experimentos foram conduzidos a baixas pressdes o material apresentou pior
qualidade. A influéncia de cada varidvel no processo estd itustrado na Figura V.4, na qual a

poténcia apresenta maior efeito.

7

Estimativy de Efeftos

Figura V.4 Histograma de Pareto em funcio de AE

V.3.2.2 Influéncia sobre a atividade de dgua

Nesta segunda etapa foi verificada a influéneia das varidveis pressdo e poténcia

sobre a atividade de dgua do material desidratado, conforme mostra a Tabela V.9,
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Tabela V.9 Resultados da atividade de agua sobre o planejamento fatorial.

Ensaio P (bar) o W) @y
1 -1 -1 0,936
pi +1 -1 0,682
3 -1 +1 0,533
4 +1 +1 0,371
5 0 0 0,722
6 0 0 0,597
7 0 0 0,538
8 -2 0 0,394
g + 42 0 0,335
10 0 -2 0,436
11 0 + 2 0,503

V.3.2.2.1 Andlise da superficie de resposta sobre a atividade de dgua
A Tabela V.10 apresenta os valores dos coeficientes de regressfo para um modelo
de segunda ordem analisando a atividade de dgua (aw) em func8o das varidveis

independentes presséo (P) e poténcia (Q).

Tabela V.10 Coeficientes de regresséo estimados.

Fatores Coeficiente de Regressiio
Média 0,634590
P(bar) (L) -0,068097
P (bar) (q) -0,127283
Q (W) L 0,088291
QW) (@ 0,014265
Px Q(barx W) 0,29393%

onde: (1) coeficiente linear

(q) coeficiente quadratico



Através dos resultados obtidos pela Tabela V.10 foi possivel obter um modelo
empirico codificado que ficaria da seguinte forma:
ay = 0,634590 — 0,068097P + 0,088291Q + 0,293939PQ ~ 0,127283P” + 0,014265Q° (V.3)
A wvalidade do modelo foi verificada pela Tabela V.11, através da Anilise da
Varifncia (ANOVA), calculada para todos os parmetros e 0 Foacuae que foi comparado

com 0 Frapelado @ 95% de confianca.

Tabela V.11 Tabela ANOVA para o plangjamento experimental em estrela.

Fonte de variacio Soma Quadrdtica | Graus de Liberdade | Média Quadrdtica
Regressdo (,320477 5 0,06400954
Residuos 0,104048 5 0,0208095

Falta de ajuste 0,0863%4 3 0,028798
Erro puro 0,017654 2 0,008827
Total 0.424525 10

Coeficiente de correlagdo: R® = 0,75491

Através do modelo que considera todos os efeitos estimados foi obtida a superficie
de resposta [Figura V.5 (a) e (b)], permitindc a anilise da influéncia da pressdo ¢ da
poténcia na atividade de dgua.

Através da andlise da ANOVA foi verificado que Fey, foi menor que Fiap, no nivel de
conflanca de 95 %, sendo o modelo representado pela Equagio V.3 ndo-preditivo, 0 que

ndo pode ser atilizado como modelo empirico estatistico do processo.
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Figura V.5 Superficie do planejamento em estrela para a atividade de agua (a) Superficie de

resposta; (b) Curva de nivel da superficie quadratica.
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Através da andlise de superficie de resposta do plancjamento experimental foi
verificado que a atividade de 4gua ¢ influenciada principalmente pela poténcia de operagio.
Melhores resultados foram obtidos quando o processo foi conduzido a altos valores de
poténcia e pressio.

A combinagiio linear da pressdio e da poténeia juntos apresentaram o maior efeito na
atividade de agua, sendo que a poténcia teve uma maior representatividade no modelo
(Figura V.6).

Cabe ressaltar também que melhores resultados de atividade enzimética foram
obtidos quando o processo foi conduzido com baixos valores de poténcia, todavia menores
valores de atividade de 4gua foram obtidos com altos valores de poténcia. Methores
resultados podem ser obtidos quando o processo for realizado proximo ao ponto central.
Neste caso ¢ produte desidratado terd uma boa atividade enzimatica e uma baixa atividade

de agua. No caso o melhor resultado foi obtido no ensaio de nimero 8.

p= 08
H
POTENCIA i
PRESSAD 27 :
;
t
0.5 0.0 05 <0 1.5 20 25 3.0 35

Eztimativa de Efeitas

Figura V.6 Histograma de Pareto em funcg#o de ay
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V.3.3 Andlise morfoldgica

A analise morfologica do material desidratado foi realizado em duas magnitude
distintas (300x e 1000x}, com o intito de verificar a estruhuwa sélida formada ¢ alguns
detalhes mais relevantes.

Foram realizadas andlises de MEVY para as amostras referentes 20s ensaios 4, 6, §, 9
e 11 (Figura V.7).

A escolba destas amostras foram devidas a elas apresentarem baixa umidade
(condi¢do operacional do equipamento) e algumas delas apresentaram alta ou baixa

atividade enzimética.
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8L

(E.2)
Figura V.7 Fotomicrografia eletronica de varredura de a-amilase desidratada; onde: (A.1) corresponde ao ensaio de nimero 4 a wna magnitude
de 300 x; (A.2) corresponde ao ensaio de mimero 4 a uma magnitude de 1000 x; (B.1) corresponde ao ensaio de nimero 6 a uma magnitude de
300 x; (B.2) corresponde ao ensaio de niimero 6 a uma magnitude de 1000 x; (C.1) corresponde ao ensaio de ntmero 8 a uma magnitude de 300
x; {C.2) corresponde ao ensaio de nimero 8 a uma magnitude de 1000 x; (2.1} corresponde ao ensaio de nmimero 9 a uma magnitude de 300 x;
(D.2) corresponde ao ensaio de niimero 9 a uma magnitude de 1000 x; (E.1) corresponde ao ensaio de nlimero 11 a uma magnitude de 300 x;
(E.2) corresponde ao ensaio de niimero 11 a uma magnitude de 1000 x,



As analises de MEV revelaram que a maioria das amostras desidratadas
apresentaram geometria cubica e relativamente grande, o que possivelmente ocasionou a

sua pouca solubilidade em agua,

V.3.4 Isoterma de sorcdo

A isoterma de secagem fol realizada apenas para o oitavo ensaio do planejamento
experimental, por apresentar baixa atividade de 4dgua e a uma dos maiores valores de
atividade enzimatica.

A Figura V.8 apresenta o ajuste dos dados experimentais obtidos com os modelos
de BET e GAB.

O modele de BET também foi ajustado para valores de ay, até 0,450, conforme a
Figura V.S.

v
28 ¢ H
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J‘; 1B}
E
=
=}
:N 13}
]
=
' 0B
o Dados experimentais
g Ajuste peio medein de BET
Ay Ajuste pelo modelo de GAB
0z -
G0 G2 R4 o] [»B:] 10

dg

Figura V.8 Isoterma de sorcdo de c-amilase desidratada ajustado pelos modelos de BET ¢
GAB.
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Figura V.9 Isoterma de sor¢fio de o-amilase ajustada pelo modelo de BET com a, até

0,450,

A Figura V.10 mostra o ajuste da isoterma de secagem referente ao modelo
empirico de HENDERSON.
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Figura V.10 Isoterma de sorcio de a-amilase ajustada pelo modeio de HENDERSON.
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Tabela V.10 Pardmetro de ajuste dos modelos de BET, GAB e HENDERSON.

Modelo Parimetros Coeficiente de correlaciio (R°)

BET Xm=0,0042 0,9032
C=87592.1

BET {com a, até 0,450) K = 0,0041 0.8666
C=6,19226
Km = 10,0043

GAB C=051464,43 0,984¢
K=1,1245

HENDERSON K =0,06243 0,9985
C=10,31061

Através dos resultados obtidos fol verificado que o modelo de HENDERSON
ajustou melhor os dados experimentais, entre os dois modelos tedricos o modelo de GAB

foi considerado o melhor.

V.4 Conclusdes

Neste capitulo foi verificado que:

e A secagem ¢ influenciada principalmente pela poténcia de operagéo;
melhores resultados foram obtidos quando o processo foi conduzido
proximo ao ponto central, neste caso o melhor resultado foi obtido no
ensaio de nimero 8;

s A secagem por microondas sob condi¢bes de vacuo apresenta-se como um
método potencial pois houve uma boa preservagiio da atividade
enzimdtica, além do reduzido tempo de operagio, porém cabe ressaltar que
o material apresentou pouca solubilidade em agua;

e A poténcia € a pressdo de operacdo influencia no tempo de secagem. Foi
verificado que quanto maior o valor da poténcia e maior o vacuo formado
{(valores menores de pressio), a secagem foi completa em um tempo

menor.
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CAPITULO VI

SECAGEM DE o-AMILASE POR LICFILIZACAO

Neste capitulo serdo abordados os aspectos tedricos e os mais relevantes na

secagem por liofilizagHo.

Serdo descritas as técnicas e as metodologias experimentais utilizadas na secagem

de a-amilase, bem como os resultados obtidos.

VLI Introducio

A secagem por sublimacfio também conhecida como liofilizacfio consiste em um
processo de desidratagio do material através da sublimagfo da parte congelada a baixas

temperaturas e sob vacuo.

A fim de congelar toda a dgua ndo ligada, o produto ¢ levado geralmente a
temperaturas compreendidas entre -40 e ~60°C; a sublimagdo propriamente dita € realizada
em torno de —30 4 —40°C (SANTIN, 1996). No caso de materiais biolégicos a temperatura
de secagem varia de —5 & —40°C (ADAMIEC er al, 1995).
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Os produtos processados por esta téenica sofrem minima degradacfo guimica,
fisica e microbiologica. Portanto, a desnaturaco de proteinas, reagdes de caramelizacgio de
achicares, de oxidag@io de lipideos e enzimaticas quase ndo ocorrem (ALCAIDE &

LOBRANA , 1983).

Por outro lado, a secagem por licfilizacBio pode apresentar algumas desvantagens,

como: contracdo do produto, perda ¢ ma retengfo de 4gua, de aromas e materiais voldtels

(ACALIDE & LOBRANA, 1983).

O custo operacional pode ser considerade um fator limitante na escolha deste
processo. Para que a secagem seja completa sfio necessérias pressOes abaixo de 5,33 mbar
(evaporacdo do estagio de congelamento), além do alto gasto de energia para a refrigerago

¢ para a obten¢lo do vacuo desejado, ocasionando um longo tempo de secagem, o que

encarece muito o processo (DROUZAS er al., 1999; LOBRANA & VILLARAN, 1997).

Devido aos problemas expostos anteriormente a liofilizac8o € utilizada apenas para

produtos com alto valor agregado (GALUCCI & FREIRE, 1997).

Um sistema de liofilizagdo € constituido basicamente de uma cdmara de secagem
ou de véacuo, condensador de vapor d’agua, sistema de vacuo e alguns sistemas
complementares tais como: véalvulas de vacuo (manifold) e sistema de refrigeracio
(ALCAIDE et al., 1978).

A etapa de congelamento do material corresponde a fase inicial da liofilizagdo e
tem grande importdncia para que se obtenha uma produto de boa qualidade. Como € o
congelamento que define o tamanho e a distribuicfo dos cristais de gelo formados no
produto, as outras etapas (sublimacfio e desor¢do) sdo diretamente dependentes da primeira
(LUCAS et al., 1997).

De acordo com ALCAIDE et ol (1978) quanto maior a temperatura de
congelamento do material maior ser4 a pressdo de vapor da dgua e consequentemente

menor serd o tempo de secagem, diminuindo significativamente o consumo de energia.

Segundo ADAMIEC ef ol (1995) o congelamento de materiais biolégicos como
microorganismos € favorecido por altas taxas de congelamento, pois ha formacfo de
pequenos cristais de gelo que sHo distribuidos uniformemente, o que nfo causa danos

mecanicos as células. De acordo com estes autores, a velocidade inicial de congelamento €
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diferentc para cada microorganismo e biopolimeros e que 2 uma baixa taxa de
congelamento ha formagio de grandes cristais de gelo podendo danificar mecanicamente
algumas estruturas celulares tais como a membrana citoplasméatica, além da alta

desidratac@o celular devido ao aumento da concentrago eletrolitica de sais.

Estudos realizados por ALCAIDE ef ol (1978) verificaram também gue quanto
menor ¢ tempo de congelamento menor ¢ tempo de lofilizagdo, porédm maior o teor de
umidade residual. Segundo estes autores a formagio de cristais de gelo maiores ¢ de poros
facilita a saida de vapor restante da sublimacfio, ¢ ao mesmo tempo a agua retida por

adsor¢do € menor por ser pequena a superficie especifica do produto seco.

LUCAS et al. (1997) verificaram a influéncia do congelamento na secagem do
sangue bovino por nitrogépio liguido, vapor de nitrogénio e em freezer. Estes autores
observaram que ¢ congelamento ndo causou influéncia significativa em relagio aos teores
de proteinas e de ferro, porém a influéncia foi razodvel para os teores de gordura, umidade
¢ solubilidade. Segunde estes autores o congelamento em freezer ocasionou menor tempo
de processo quando o produto ¢ destinado ac enriquecimento nuiritivo de alimentos.
Todavia, para utilizacio em fins mais nobres, a técnica com nitrogénio liquido mostrou-se

mais adequada, pois houve uma total preservacéo das células.

Os processos de congelamento e secagem podem causar danos irreversiveis a
proteinas 1&beis, ocasionando desnaturacfo estrutural, agregacfo sobre a rehidratagdo apds
a secagem, além da perda de sua funcfio biologica. O congelamento estd associado ao
aumento da concentragio de todas as substincias soliveis em agua, podendo atingir
concentracbes de 20 a 50 vezes maior que suas concentracGes iniciais. A desnaturagfio por
congelamento € irreversivel e devida a répida agregagfio, seguida de um desdobramento
efou uma dissociacfo sub-unitaria (FRANKS & HATLEY, 1991; HELLER er al., 1997,
HELLER et al., 1999).

Para reduzir os problemas da liofilizago, geralmente sio adicionadas formulagbes
estabilizadoras de proteinas, como: aclicares, polidis, amino-dcidos ou polimeros, sendo
necessarios, as vezes, o uso de estabilizadores multiplos. Em alguns casos também sfo
adicionados agentes inertes para garantir uma boa estética do produto. A formulacéo final
pode resultar em uma mistura complexa de substdncias macromoleculares e sais

tamponantes (HELLER er al., 1997).



O sucesso de uma formulagio requer nfio apenas um entendimento das interaces
entre 0s componentes da formulagfio mais também uma estimativa para comportamentos
fisicos de formulagdes sob condicSes do processo de secagem e congslamento. As
condigdes que podem ser fortemente variadas durante a por¢fo congelada de um ciclo de
liofilizagdo incluem velocidades de congelamento, grau de congelamento e o tempo de
tratamento térmico de enrijecimento. Estes pardmetros afetam a formacgfo de gelo e a
morfologia, o grau de supercongelamento, a concentracdo e a formacio de cristais. Em
geral o congelamento lento leva & formacfio de grandes cristais de gelo, e tendéncia a um
méximo de soluto concenirado por congelamento numa fase sem gelo, ¢ pode permitir
incompatibilidades entre solutos, ocasionando a separagfic de fases. Velocidades de
congelamento maiores tendem a aumentar a velocidade de nucleacfio ¢ o crescimento de
cristais de gelo, além do aumento da drea superficial do gelo. Velocidades de congelamento
mais rapidas também tendem a criar estados de nfc-equilibrio ou metaestavel, resultando
em uma quantidade maior de dgua descongelada e promovendo formacdes de cristais. Os
efeitos da velocidade de congelamento na estabilidade de proteinas nfc sfc nitidos, a
maioria por causa da natureza complexa de solucbes aquosas congeladas (HELLER er al,
1997).

HELLER et al. (1997) ao liofilizarem hemoglobina recombinante (zHb 1.1) em uma
solucdo tamponante contendo NaCl, verificaram gue o uso de polietilenoglicol (PEG) e
dextrana como estabilizadores, que o efeito do aumento da concentracfio pelo congelamento
pode levar a separagfo de fase liquido-liquido. Segundo estes autores a separagéio ocorre a
temperatura de —7°C € com a substituigio de NaCl por KCl nfio ocorre separagio. Esta
substituicdio previne danos estruturais resultantes da separac@o de fases. Estes autores
verificaram também que as mudancas estruturais nic sdo decorrentes da mudanca do pH.

Em um novo estudo HELLER et al. (1999) verificaram que o uso de manitol
previne também danos estruturais a rtHb 1.1. Segundo estes autores o grau de separagéo de
fases pode ser diminuido pelo aumento da velocidade de congelamento da amostra. A
separacio de fase, embora termodinamicamente favorecida, é minimizada pela reducfo de
tempo gasto no congelamento das amostras. De acordo com estes autores o uso de
nitrogénio liquido resulta numa reteng@o estrutural da rHb 1.1 no sistema PEG/dextrana.

Estudos semelhantes também foram conduzidos por CORNELEY & REMON
{1996) ao utilizarem a enzima lactato desidrogenase (LDH). Segundo estes autores ao
secarem essa enzima na auséncia de estabilizantes, 80% de sua atividade foi perdida. Ao

86



adicionarem agucares como sacarose © maltose houve um aumento significative na sua
atividade. Estes autores verificaram também que melhores resultados foram obtidos
utilizando-se maltodextrinas e PEG 8000 como estabilizadores.

Em outros estudos realizados por WARD er gl (1999} a0 secarem a enzima L-
asparaginase, observaram que na auséncia de aditivos estabilizantes, o tetr@mero
biologicamente ativo de massa molar igual a2 134 kDa é guebrado originando um
mondmero inative de 34 kDa. Ainda WARD ef al. (1999) verificaram que a utilizac@io de
agicares como lactose, sacarose, glicose e maltose e também o uso de manitol podem
preservar a estrutura proteica € que quanto mailor a concentracio dos mesmos menos
afetada serd a estrutura tetramérica.

JIANG & NAIL (1998), utilizando trés enzimas come modelo, verificaram que na
auséncia de sais tampdes na secagem houve uma diminuicfio da atividade dessas trés
enzimas &, através de estudos comparativos, verificaram que quanto maior a concentragio
das mesmas, menores sdo as perdas de atividade. No mesmo estudo, estes autores
verificaram também que ¢ método de congelamento e o tipo de tampdo afetam

significativamente a atividade enzimatica.

Um outro fator relevante na secagem por liofilizacHo esta diretamente relacionada
com a pressdo. Em principio, seria desejavel que a pressdo total da camara fosse a maior
possivel de tal modo que a pressdo parcial de vapor d’agua na cémara seja inferior a
pressao de vapor na fase de sublimagfio. Por outro lado, a pressfo total tem um limite, ao
aumentar a pressdo total da cdmara chegar-se-4 um momento em que a fase de sublimagéo
recebera mais calor que necessario para a sublimacfe do gelo, e portanto havera a fusdo do
produto. Neste momento a secagem serd ocasionada por evaporagio e ndo por liofilizago,

o que confere ao produto apds seco uma apreciavel perda de qualidade (ALCAIDE et al.

1978; ALCAIDE & LOBRANA, 1683)

ALCAIDE & LOBRANA (1983) verificaram que a pressdo da cimara de vacuo

ndo influencia a velocidade de secagem de alguns alimentos como suco de cemoura,
gelatinas e champingnon. Estes autores verificaram também que ao secarem sucos citricos,

a pressdo era inversamente proporcional ao tempo de secagem.

Um outro fendmeno relevante que pode ocorrer durante ¢ processo de liofilizacdo

esta relacionada com a temperatura de colapso, sendo esta relacionada com & temperatura
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de transigdo vitrea do soluto congelado, que representa a temperatura sobre a gual a matriz
do soluto perde sua forma e consequentemente hd uma diminuicdo de sua qualidade
(KROKIDA et al., 1998).

A presenga de colapso significa gue a temperatura do produic exceden a

temperatura de colapso e o material resultante néo foi liofilizado.

Com a ocorréncia de colapso o material desidratado perde significativamente a sua
capacidade de reidratacfio ¢ retencfio de compostos volateis. Uma outra caracteristica do
produto apds a liofilizaclo € seu aumenio no volume com uma esirutura porosa muito

grande, sendo susceptivel a reacdes de oxidacZo. (KARATHANOS et al, 1996).

Atualmente estiic sendo propostos novos métodos de liofilizagfo de modo a se
tornar economicamente mais vidvel. Entre eles merece destague a liofilizacfo por imersdo
em wm adsorvente {LIAM). Este processo tem como caracteristica principal ¢ usc opcional
de véacuo e por ser facilmente adaptado para operacdes continuas, ocasionando uma reducio
de tempo, pois elimina-se o tempo de parada do equipamento. Entre suas vantagens
podemos citar sua considerivel reduc@o de energia, devido ac use da fhudizagdo. Custos
com instalagfo e mao-de-obra sfo também possiveis de serem reduzidos, sendo que uma
das suas principais desvantagens estd no seu uso limitado, sendo utilizado apenas em

produtos particulados, nfic fluidos (LOBRANA & VILLARAN, 1997).

Segundo MERYMANN (1959) citado por LOBRANA & VILLARAN (1997) a
liofiliza¢8o de produtos biologicos a pressbes moderadas € mesmo sob certas condigdes a
pressio atmosférica € possivel. De acordo com MERYMANN (1959) mantendo-se a
pressdo parcial do vapor d’dgua ao redor do produto num nivel bem abaixo do ponto triplo
da 4gua e na presenca de um gds seco inerte, a pressfio pode ser mantida a pressfo
atmosférica. Na pratica, ¢ processo € muito longo por causa das baixas taxas de

transferéncia de calor e massa.
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V1.2 Parte Experimenial

VI.2.1 Liofilizador

A secagem por congelamento foi realizada em um liofilizador da marca

TELSTAR Industrial S.L., modelo Cryvodos —8(.

O liofilizador utilizado nos experimentos é composto de uma cimara de ago
inoxiddvel com oito saidas maltiplas de silicone (manifold) de %4” (18,7 mm) para conexfo
de frascos. Na parte superior da cdmara ha uma tampa construida em material acrilico
transparente para a inspesdo do condensador durante o processo. Na parte superior também
pode ser adicionado um sistema composto de um cilindro de vidro que acopla um suporte
com trés bandejas. Na parte exterior hd uma bomba de vécuo que esta ligada diretamente ao

liofilizador. A temperatura do processo atinge até ~ 100°C e a pressic até 0,02 mbar

(Figura VLI).

Camara de vidro com bandejas de ago

inoxidavel;

Manifold com saidas de silicone ¢

serpentina interna;

Sistema de controle de refrigeracic e

presséo;

Bomba de vacuo

Figura V1.1 Liofilizador utilizado nos experimentos
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V1.2.2 Metodologia

V.L2.2.1 Congelumento

As técnicas de congelamento utilizadas foram as seguintes: contato com nitrogénio

Hquido, contato com gelo seco e acetona e em freezer convencional.
As taxas de congelamento foram obtidas através da seguinte expressio:

w_0-T (VL1)
At

onde: W representa a taxa de congelamento [°C/min];

T & a temperatura final de congelamento {OCj;

At o tempo de congelamento [min].

V1.2.2.2 Mefodologia da secagem

Para cada experimento de secagem foram utilizados 5,0 mL do caldo enzimatico
que foi previamente congelado conforme as técnicas de congelamento citadas
anteriormente. Logo em seguida as amostras foram liofilizadas em tempos diferentes (de

quatro a vinte e quatro horas).

A temperatura de congelamento foi medida através de um controlador de
temperatura da marca OMRON modelo E5CN acoplado com um termopar de entrada K,

que foi previamente calibrado.

Para o congelamentc em freezer utilizou-se um freezer vertical da marca
Continental, modelo Elegance FC 23, que foi ajustado para o moédulo fast freezing e

graduacdo maxima de congelamento.

Durante o processo de liofilizagdo a temperatura da cimara foi mantida em

aproximadamente - 90°C e a uma pressio de 0,048 mbar.
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V2.3 Resultados e Discussio

V1.3.1 Taxas de congelamenio

A Tabela V11 mostra as taxas de congelamento obtidas para nifrogénio liguido,

gelo seco € acetona € em freezer, respectivamente.

Tabela V1.1 Taxas de congelamento

Meétodo de Temperatura & Tempo médio de Taxa de congelamento
congelamento ) exposicio (°C/min)
{min}
nitrogénic liguido -195,8 1,89 103,60
gelo seco € acetona -82,0 7,22 11,36
freezer -35,0 243,00 0,14

V1.3.2 Influencia da atividade enzimdtica ¢ da atividade de dgua no tempo de liofilizacdo

A Figura V1.2 mostra a influéneia da AE e da a,, sobre o tempo de liofiliza¢do para

as trés técnicas de congelamento em estudo.
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Figura VL.2 Influéncia do tempo de secagem sobre a AE e ay; onde (A) congelamento por

nitrogénio liquido; (B) congelamento por gelo seco e acetona; (C) congelamento por freezer

convencional.

A cinética de liofilizacfio revelou que a atividade enzimética e a atividade de agua

decrescem com o tempo de secagem.

Os wvalores da atividade enzimética encontrado pelos trés processos de

congelamento foram praticamente semelhantes. Esse fato ¢ devido o-amilase ser uma

enzima termorresistente e estes resultados j& eram esperados teoricamente. Porém, cabe

ressaltar que quando o congelamento foi realizado com nitrogénio liquido a um periodo de

quatro horas houve uma perda acentuada em sua atividade enzimética, porém a sua

atividade de Agua caiu praticamente pela metade e a secagem foi quase completa.
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Foi verificado também gque quando ¢ congelamento foi realizado com nitrogénio
liquido e gelo e acetona, em um periodo de doze horas de processo, houve uma diminuigio
de 80% de sua atividade de dgua e o material foi praticamente desidratado e a secagem
permaneceu praticamente constante ao longo do tempo. Resultados similares foram obtidos
guando o congelamento foi realizado em freezer, a um perfodo de vinte e quatro horas de

Processo.

Cabe ressaltar também que a solubiliza¢@o do material desidratado decresceu com o

tempo de processo, sendo que piores resultados foram obtidos quando o congelamento foi

realizado em freezer.
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V1.3.3 Andlise Morfoldgica

As analises morfol6gicas foram realizadas através de MEV a uma magnitude de 300
vezes, foram feitas andlises das amostras referentes aos ensaios de secagem de vinte e
guatro horas de Hofilizagfio. A Figura VL3 mostra a estrutura morfolégica para cada tipo

amostra liofilizada

B)

©

Figura V1.3 Fotomicrografia de c-amilase desidratada pelo processo de lioflilizacdo, onde

(A) congelamento por nitrogénio liquido; (B) congelamento por gelo seco e acetona;

(C) congelamento por freezer convencional.

O material desidratado pelas trés técnicas apresentaram-se de forma laminar ¢ sem
estrutura morfoldgica definida, nfo podendo ser calculado seu didmetro médio.

Pelas fotomicrografias foi verificado que houve a formacfo grandes aglomerados,
sendo esta uma das provaveis razdes de sua pouca solubilidade em agua, o que comprova as
observacdes feitas por FRANKS & HATLEY (1991).
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VI.3.4 Isotermas de sorcio

As isotermas de secagem foram obtidas conforme descrito no Capitulo II1. Para o
seu levantamento foram utilizadas amosiras desidratadas em um periodo de vinie quatro

horas.

Com os resultados cbtidos foram testados os modelos de BET, GABR e
HENDERSON afim de se verificar qual destes modelos melhor representasse o fendmenco

de sorgo de umidade. O modelo de BET também foi ajustado para valores de ay até 0,450.

A Figuras V14, VL5 e VL6 mostra as curvas e os ajustes obtidos através dos

modelos testados.

Com o intuito de avaliar qual a umidade na monocamada (), foi verificado qual
o melhor coeficiente de correlacfio para os dois primeiros modelos testados, pois ¢ modelo
empirico de HENDERSON (1952) nfio fornece essa consiante.
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Figura V1.4 Isoterma de sorgdo da c-amilase desidratada pelo processo de lioflilizacio,
onde (A) congelamento por nitrogénio liquido; (B} congelamento por gelo seco e acetona;

{C) congelamento por freezer convencional.
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0,450. pelo processo de lioflilizagfio, onde (A) congelamento por nitrogénio liquido; (B)

congelamento por gelo seco e acetona; (C) congelamento por freezer convencional.
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processo de lioflilizacdo, onde (A) congelamento por nitrogénio liquido; (B) congelamento

por gelo seco e acetona; {C) congelamento por freezer convencional.
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A Tabela V1.2 apresenta os valores das constantes de cada modelo e o coeficiente

de correlacio.

Tabela V1.2 Parfmetro de ajuste dos modelos de BET, GAB e HENDERSON.

Processo de Modelos
congelamento BET BET {aw < 0,450} GAB HENDERSON
Nitrogénio Hquide |X,,=0,0235 K= 10,0253 K =10,0268 1K =0,0063
C = 100993 C=0,0019 C=172892,5 | C=0,4205
K=1,1715
R? 0,8209 0,9967 0,9851 0,9908
Gelo seco e acetona | X, =0,0158 X =0,0132 Xn=0,0152 |K=0,0071
C=90269,14 C=273676 C=161489,3 |C=0,3511
K =1,1535
R’ 0,8187 0,9967 0,9461 0,9463
Freezer Km=10,0223 Km=0,0153 Xn=10,023 K=0,0086
C=223172 C=6,5334 C=1257469 C=10,1499
K=1,1746
R’ 0,8271 0,9707 0,9854 0,9999

Através do ajuste das isotermas de equilibrio foi possivel determinar o contetido de

umidade na monocamada. Foi verificado que os valores obtidos foram muito baixos devido

a pouca solubilidade do material a temperatura ambiente, porém cabe ressaltar que os

valores encontrados para cada técnica de congelamento foram muito proximos.

O modelo de GAB ajustou melhor os valores experimentais para as trés técnicas de

congelamento estudadas, com relagfo ao modelo de BET. Melhores resultados foram

obtidos quando foi utilizado o modelo de BET com valores de ay até 0,450, porém quando

foi utilizada a técnica de congelamento com freezer ainda o modelo de GAB correlacionou

melhor os dados experimentais.

O modelo empirico de HENDERSON apresentou bom ajuste, quando o material foi

congelado inicialmente com nitrogénio liquido e freezer.
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V13.5 Cinética da secagem em funcdo do método de congelamentc ¢ modelagem

matemdiica

A cinetica de secagem foi realizada num periodo de até 24 horas. Fol verificadz a
influéncia da umidade do produto em funcio do tempo de secagem. A Tabela V1.3 mostra

os resultados obtidos para os trés processos de congelamento e posterior liofilizacgo.

Tabela V1.3 Perda de massa e queda da atividade de agua em funcio do tempo de secagem

Processo de Congelamento | Tempo de secagem | X (kgHZ20/kg m.s) aw
{horas)
0 4,420 0,935
4 0,531 0,450
g 0,048 0,298
Nitrogénio 12 0,042 0,236
16 0,037 0,233
20 0,031 0,206
24 0,030 0,200
4,420 0,935
4 2,157 0,753
0,041 0,324
Gelo seco & Acetona 12 0,036 0,251
16 0,035 0,225
20 0,033 0,171
24 0,030 0,119
4,420 0,935
4 2,191 0,748
0,165 0,639
Freezer 12 0,111 0,423
16 0,041 0,390
20 0,0365 0,371
24 0,0335 0,228
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A Figura V1.7 mostra a influéneia do tempo de liofilizagiio em fun¢do da umidade
residual.

H H H
1,0 &
0,8 =
0,8 -
X ¢
3 ] . o
0.4 ® Nitrogénio ligquido -
< (Gelo seco e acetona
A i
0.2 Freezer
R -
0.0 - & 4 & & ®
] H i H
¢ 5 10 15 20 25

tempe (horas)
Figura V1.7 Evoluco da perda de massa em fung#io do tempo de secagem

Para a modelagem matemética foram feitas as seguintes consideracdes:
e A espessura inicial do volume de amostra no frasco foi de 0,8 cm;
e A espessura do material apds a secagem foi igual a da amostra inicial na qual foi
considerada como uma placa plana;
e Densidade da amostra durante a secagem ndo depende da direcdo;
» Distribuico inicial de umidade uniforme;

Os dados obtidos experimentalmente foram ajustados pelo modelo URIF (KING,
1971), na qual foi linearizado e através da construcio da curva de umidade residual (1-X)
contra o tempo (1), foi determinado as constantes (T.-Ty) e k.

Para o ajuste foram considerados os seguintes pardmetros:
AH; = 51.084 kJ/kg.mol

Xo=4,42 kg H,O/kg.m.s.

M, = 18 kg/kg.mol

L=8x10"m

ps = 1,624*103 kg/m’
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V,=1,39%10-4 m*/kg

O agjuste do modelo estd representado na Figura V1.8, a Tabela V1.4 mostra os
pardmetros obtidos através do modelo URIF.
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Figura VI.8 Ajuste cinético pelo modelo URIF lineanizado, onde: (A) congelamento por

nitrogénio lquido; (B) congelamento por gelo seco e acetona; (C) congelamento por freezer

convencional.

Tabela V1.4 Pardmetro de ajuste do modelo URIF.

Processo de congelamento Pardmetros
k (W/m.K) T.-Tr (K) R
Nitrogénio liquido 0,13996 0,242 0,9849
Gelo seco e acetona 0,14003 0,228 0,9822
Freezer 0,13998 0,156 0,9824

Fot verificado através do levantamento cinético da curva de secagem que quanto
major a taxa de congelamento menor foi o tempo de secagem, segundo ALCAIDE et al
{1978) quanto maior os cristais de gelo formado mais rapida € a saida de vapor d’agua. Foi

observado que 2 partir de 16 horas de secagem a umidade residual foi praticamente
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constante. Quando o congelamento fol realizado com nitrogénio liquide, foi verificado que

a um periodo de apenas 4 horas de secagem o produto apresentou baixo teor de umidade.

Quando o congelamento foi realizado em freezer, foi necessario um maior tempo de

processo, para que sua umidade fosse reduzida significativamente.

A modelagem do processo revelou que a condutividade térmica do produto apods a

sua desidratacdo foi praticamente igual para os trés tipos de congelamento e que as

temperaturas da fonte de calor e da parte sublimada fol praticamente a mesma,

independente do congelamento utilizado.

V1.4 Conclusdes

Neste capitulo foi verificado que:

@

O tipo de congelamento ndo influencia muitc na atividade enzimatica
apos a liofilizagho,

O processo de liofilizagio praticamente preservou a atividade
enzimatica. Foi verificado também que ha uma diminuico da atividade
enzimatica com o tempo de processo;

Menores valores de a, foram obtidos quando o congelamento foi
realizado com nitrogénio liquide seguido por gelo seco ¢ acetona, o que
comprova que o processo ¢ influenciado por altas taxas de
congelamento;

O ajuste dos dados experimentais da isoterma de sor¢do seguiu o modelo
de GAB;

Estudos da cinéticos de secagem revelaram que quanto maior a taxa de
congelamento menor o tempo de secagem;

Todas as técnicas estudadas seguiram o modelo URIF.



CAPITULO VII

SECAGEM DE ¢-AMILASE POR ATOMIZACAOD

Neste capitulo serdo abordados alguns aspectos tedricos e 0s mais relevantes na

secagem por atomizacgo.

Serdo descritas as metodologias experimentais utilizadas na secagem de o-

amilase, bem como os resultados obtidos.

VIL I Introducdo

A secagem por atomizagfio, também conhecida como secagem por aspersio ou
spray drying, consiste na transformacfio do material do estado liquido para o sélido, sob
forma de pd, através da dispersdo de goticulas que contatam ar quente dentro de uma
cAmara. O material a ser seco pode estar sob forma de solucio, suspenso, emulsfo ou pasta
resultando goticulas isoladas, grénulos ou aglomerados; estas formas dependem das
propriedades fisicas e quimicas do material, do projeto e operagdo do secador (MASTERS,
1985).

Segundo TEYMANS & LENGES (1983) as condigdes de funcionamento de uma

torre de atomizacdo sdo definidas pelas seguintes variaveis:
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® atemperatura do fluido de secagem na entrada;
e a viscosidade deste fluido;
e as vazfes do gés e da suspensfo ou da solugfo a secar;

e grau de pulverizacfio que estd ligado a granulometria do produto seco;
e teor em matéria seca da suspensfio ou da solucio a secar.

A secagem por atomizago consiste em trés etapas: atomizacio, secagem e coleta do
material particulado. A recuperacéo do produto € determinada pela eficiéncia da coleta do
material que ¢ feita por um ciclone separador. Mesmo sendc ¢ meic mais econdmico de
coleta, o uso de ciclones coletores possuem limitacbes na sua aplicagdo que sfo o uso de
unidades pequenas e sua baixa eficiéncia para a coleta de particulas menores de 5 um. Um
baixo rendimento de produto resulta num alio custo de producio, ocasionando um aumento
no seu prego. A grande perda de produto € devida principalmente & impregnaciio do po na
parede do aparato e a baixa eficiéncia do ciclone em coletar finas particulas. A adesdo das
particulas na parede pode ocorrer na cAmara de secagem ¢ no ciclone e € afetada pela
natureza de materiais a serem secos e as condi¢des de secagem (MAA ef al., 1998).

STRAATSMA et al. (1999a) verificaram que, aumentando a temperatura de entrada
de ar e o total de solidos na alimentacfo, hd um aumento significativo na coleta de material,
entretanto hd formacdo de material insoldvel.

Para estudar a formagdo de material insoltvel, KUDO et al. (1990) testaram pd de
leite desnatado com uma quantidade de 4gua na faixa de 3-7%. Os testes mostraram que o
indice de insolubilidade comecou a crescer somente apds um longe tempo de secagem com
respeito ao tempo de residéncia em atomizadores, que foi de 20-40 segundos. De acordo
com WALSTRA & JENNESS (1984), a sensibilidade & temperatura é maior quando a
quantidade de 4dgua esta entre 10 e 30%.

STRAATSMA et al (1999b) verificaram também que indice de insolubilidade
cresce claramente com o didmetro da particula, pois as maiores particulas secam mais
devagar devido as limitagdes da difus@o e precisam de mais tempo para passar pela faixa de
maior sensibilidade a temperatura. Segundo estes autores a exposi¢io do material ao calor
pode resultar na formagdo de material insoltivel, que ¢ indesejavel principalmente para pds

instantaneos. OHBA et al. (1989) ao secarem alimentos verificaram que atomizagdes a altas
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pressdes causam grandes quantidades de material insoltivel com um conteddo relativamente
grande de gordura.
Uma das maiores aplicagdes do uso de atomizadores estd na secagem de materiais
biologicos, na qual podemos citar proteinas, enzimas, fArmacos € microorganismos.
Segundo ADAMIEC ez al. (1995) a secagem em spray de materiais biologicos pode
degradar ou comprometer a qualidade do produto. Para uma melhor preservagio aconselha-

se a aplicagfio de secadores com multi-estagios.

PERI & LABUZA citado em TEYMANS & LENGERS (1983) ao secarem
leveduras observaram uma variacéo na cinética de destruicfio no decorrer da secagem Os
ensaios mostram que a mortalidade microbiana € mais rapida quando a umidade residual €
abaixo de 10%, conseguido com ar de saida na torre de secagem 3 temperatura de 70 a
80°C. A reducfio da umidade abaixo de 10% parece critico para a sobrevivéncia desses

MICTOrganismos.

PERI & LABUZA observaram também que quanto mais baixa for a temperatura ou
quanto maior a umidade residual, maior ¢ o nimero de células vidveis. Esse efeito &
relativamente independente da temperatura de entrada do fluido de secagem, tanto que a
atividade de agua do duto fica igual 4 unidade, a temperatwra do produto equivale
temperatura do bulbo imido.

FOSTER & LEATHERMAN (1995) fizeram estudos comparativos em trés
diferentes atomizadores, utilizando caseina ¢ somatotrofina bovina como proteinas modelo.
Estes autores verificaram que com o aumento da cdmara de secagem do atomizador, ha um
aumento das particulas de ambas as proteinas, em atomizadores em escala de laboratdrio e
piloto obtendo-se o mesmo didmetro de particulas, mas em escala industrial houve um
aumento de 100 a 300% no didmetro das particulas.

MAA et al. (1998) verificaram que ao secarem proteinas em um mini spray dryer,
10-20% do material foi perdido no exaustor. Foi verificado que estes particulados eram
constituidos de particulas menores que 2 pum. Estes autores verificaram também que 20-

30% foram perdidos no ciclone.

Segundo NATH & SATPATHY (1998) a secagem de enzimas pode ser dividida em

duas categorias, a primeira inclui enzimas de uso industrial, na qual pode-se citar proteases
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e amilases. A segunda inclui produtos para usos analiticos, sendo estas secas em pequenas

quantidades a uma baixa temperatura. Neste grupo podemos citar a pancreatina.

De acordo com estes autores a dificuldade na secagem de enzimas esta sobretudo na
sensibilidade a altas temperaturas podendo ocasionar na perda parcial ou total de sua
atividade. Para reduzir danos a enzima aconselha-se o uso de aditivos como sais
inorgénicos.

LABRUDE et al. (1989) observaram que ao secarem uma solucdo de hemoglobina,
50% foi oxidada, entretanto com a adigfic de uma solucfio de sacarose a 0,25 M, 97% da
hemoglobina permaneceu na forma reduzida. Estes autores verificaram também que a
temperatura de secagem podia ser aumentada em 50%, dimimundo significativamente o
teor de umidade residual.

CAKALOZ er af (1997) ac secarem o-amilase em atomizador horizontal
verificaram que a perda da atividade depende principalmente da temperatura do duto de gés
e da distribuiciio de temperatura do secador. Em uma temperatura de entrada de ar a 155°C
a perda foi de 9% porém a secagem nfo foi completa. Quando a temperatura de 165°C foi
utilizada, a perda de atividade subiu para 46%. Estes autores verificaram que com ©
aumento do difmetro das particulas na entrada do atomizador, o tempo de retengo da
enzima e a taxa de secagem diminuem. Quando os experimentos foram conduzidos com
gotas de entrada de 80 pm de didmetro, estas alcangaram sua concentragdo de equilibrio de
0-12 kg de agua’kg de sélido seco em 2 segundos, continuando com o ar quente mais 12
segundos, sua desnaturacdo foi vulneravel. Por outro lado, quando foi utilizado suspenséo
com particulas de tamanho inicial de 250 um, estas demoram para atingir o atomizador com

um contetido tmido de 0-25 kg de d4gua/kg de sdlido seco que € acima do limite pratico.
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VIL.2 Parte experimental

VIL2.I Spray dryer

A secagem por atomizac#o foi realizada em um mini spray dryer da marca Lab-
Plant modelo SD-04.

Este aparelho tem capacidade nominal de secagem de 1,25 mL/h para dgua, atinge

no maximo a temperatura de 250°C e a compresso de ar varia entre 1-4 bar.

O mini spray dryer é composto basicamente por um bocal de pressdo (bico
atomizador), uma c&mara de secagem e um ciclone para a coleta do produto. A vantagem
de se utilizar este aparelho € que a cdmara de secagem e o coletor sdo totalmente de vidro, o

que facilita a visualizagéio e a operagfo do processo.

O ar de secagem ¢ succionado do ambiente para o spray dryer, passando pela
camara de secagem e pelo ciclone até ser expelido novamente para o ambiente. A matéria
prima ¢ succionada através de uma bomba peristéltica que ¢ deslocada positivamente até o

bico atomizador, onde € atomizada, como mostra a Figura VIL1.

Neste aparelho a alimentagdio do ar de secagem ¢é concorrente 4 alimentacfo da
amostra. As medidas de temperatura sfo realizadas através de dois sensores, um na entrada

e outro na saida da camara de secagem.
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Bico atomizador
Camara de topo
Cémara principal
Tube coletor

Ciclone

Coletor de amostra

Exaustor

e e A

Bomba peristaltica

Figura VIL.1 Mini spray dryer utilizado nos experimentos

VIL2.2. Metodologia

VIL2.2.1 Planejamento experimental

Para otimizar os experimentos e as condicfes de secagem foi utilizada a técnica do
planejamento experimental que consistiu no planejamento em estrela com investigagio de

dois fatores em cinco niveis.

Os niveis escolhidos para as variaveis independentes esto citados na Tabela VII.1
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Tabela VII.1 Niveis das varidveis estudadas

Varidveis Niveis
- .‘/-2. -1 0 +1 N .\/E
Temperatura de 130 145 180 215 230
operacdo T (OC}
Vazio de alimentacio de 0,20 0,23 0,31 0,38 0,41
enzima Q (ml/s)

A Tabela V1.2 mostra a matriz do planejamento experimental realizado.

Tabela VII.2 Matriz do planejamento fatorial.

Ensaio Temperatura (T) Vazdo ((Q)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0
6 0
7 0 0
8 W) 0
9 +42 0
10 0 -2
11 0 +4/2

VII.2.2.2 Metodologia da secagem

Para cada experimento de secagem foram utilizados aproximadamente 500 gramas
de caldo enzimdtico que foi atomizado em um bico atomizador de 0,5 mm de didmetro. A
compressdo de ar foi mantida constante a 0,41 bar. O caldo foi bombeado para o bico
atomizador por uma bomba peristéltica operando de 1 a 100 rpm, através de um tubo de

silicone de 4 mm de didmetro.
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VIL3 Resultados e Discussio

V71.3.1 Estudo da infiuéncia da vazéo de alimentacio e da femperatura na atividade

enzimitica e na atividade de agua do produto desidratado

Nesta etapa do trabalho foi verificada a influéncia da vaziio de alimentagio de
enzima ¢ da temperatura do ar de secagem sobre a atividade enzimdtica {AE) e sobre a
atividade de d4gua (aw) do produto desidratado, conforme o planejamento descrito

anteriormente.
ViL3.1.1 Influéncin sobre a atividade enzimdtica
Conforme mostra a Tabela VIL3 através do planejamento experimental foi estudada

a influéncia das varidveis temperatura e vazdo sobre a atividade enzimatica do produto

desidratado.
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Tabela VIL.3 Influéncia do planejamento experimental sobre a atividade enzimatica.

Ensaio O (mL/s) T¢0) AE (U/mlL)
1 -1 -1 0,8874
2 +1 -1 0,7766
3 -1 +1 0,6560
4 +1 +1 0,6984
5 0 0 0,7152
6 0 0 0,7440
7 0 0 0,7092
8 2 0 0,7712
9 L3 0 0,7738
10 0 s 0,7168
11 0 + 42 0,5180

VIL.3.1.1.1 Andlise da superficie de resposta sobre a atividade enzimitica
A Tabela VIL4 apresenta os valores dos coeficientes de regresséo para um modelo

de segunda ordem analisando a atividade enzimatica (AE) em fungfio das varidveis

independentes vazdo (Q) e a temperatura (T).
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Tabela VII.4 Coeficientes de regressio estimados

Fatores Coeficiente de Regressio
Média 0,722563
Q (mL/s) (L) -0,008116
Q {mL/s) (@ 0,040161
TC) (L) -0,073959
T{C) (@ -0,037853
Qx T (mLx "Cls) 0,038300

onde: (L) coeficiente linear

(q) coeficiente quadratico

Atraves dos resultados obtidos pela Tabela VIL.4 foi possivel obter um modelo
empirico codificado que ficaria da seguinte forma:

AE =0,722563 — 0,008116Q — 0,073959T + 0,0383QT + 0,040161Q" — 0,037853T" (VILD
A validade do modelo foi verificada pela Tabela VIL3, através da Analise da
Varidncia (ANOVA), calculada para todos os pardmetros € 0 Feaeuiado que foi comparado

com 0 Fiapetado @ 95% de confianga.

Tabela VIL5 Tabela ANOVA para o planejamento experimental em estrela

Fonte de variacdo | Soma Quadrdtica | Graus de Liberdade | Média Quadritica
Regressao 0,074084 5 0,0148168
Residuos 0,008548 5 0,0017096
Falta de ajuste 0,007856 3 0,0026187
Erro puro 0,000692 2 0,0003460
Total 0,082637 10

Coeficiente de correlagdo: R* = 0,89565

A andlise da ANOVA revelou que Feq. foi menor que Fu, no nivel de confianca de
93%, sendo o modelo representado pela Equagiio VII.1 ndo-preditivo, o que nfo pode ser

utilizado como modelo empirico estatistico do processo.
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Através do modelo que considera todos os efeitos estimados foi obtida a superficie
de resposta [Figura VIL2 (a) e (b)], permitindo a andlise da influéncia da temperatura ¢ da

vazdo de alimentacfio na atividade enzimadtica do material desidratado.

e B

0,742
0,778
0,813
0,848

230

215

S 180

145

130

& 0,837 _
&2 above 0,20 5,23

G.31 0,38 041
G {ml.Js)

(b)
Figura VIL2 Superficie do planejamento em estrela para a atividade enzimatica (a)

Superficie de resposta; (b) Curva de nivel da superficie quadratica.
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O produto desidratado obtido apresentou uma boa atividade enzimatica devido a a-
amilase ser uma enzima termoresistente.

O planejamento experimental revelou que a temperatura e a vazdo de alimentacio
influencia na atividade enzimatica. Melhores resultados foram obtidos quando o processo
foi conduzido a baixas vazdes e temperaturas. Quando o processo foi realizado em altas
vazdes ¢ a temperatura de 180°C, correspondente ao ponto central, foi verificado que houve
uma boa preservagio da atividade enzimatica, porém cabe ressaltar que o teor de umidade ¢
a atividade de agua foram superiores do que as obtidas com baixas vazdes ¢ temperaturas.
A temperaturas muito elevadas e a baixas vazdes houve uma redugfo drastica na atividade
enzimatica.

A influéncia de cada variavel do processo estd ilustrado na Figura VIL.3, na qual foi
verificado que a temperatura apresenta maior efeito. Este fato ¢ devido principalmente a
temperatura do ar de secagem e da distribuigfio de temperatura interna no secador, o que
compromete a atividade enzimatica do produto desidratado. Cabe ressaltar que as mesmas
observagdes foram feitas por CAKALOZ et al. (1997), ao secar o-amilase em spray dryer

horizontal.

Figura VIL3 Histograma de Parcto em fungéo de AE.
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VIL.3.1.2 Influéncia sobre a atividade de dgua
Conforme mostra a Tabela VIL6, através do planejamento experimental, foi
verificado a influéncia das varidveis temperatura e vazfio sobre a atividade de agua do

material desidratado.

Tabela VII.6 Resultados da atividade de agua sobre o planejamento fatorial

Ensaio g (mL/5s) T{c) @y
1 -1 -1 0,360
2 +1 -1 0,614
3 -1 +1 0,298
4 +1 +1 0,418
5 0 0 0,408
6 0 0 0,382
7 0 0 0,393
8 -2 0 0,336
9 + 42 0 0,466
10 0 -2 0,573
11 0 + A2 0,325

VI1.3.1.2.1 Andlise da superficie de resposta sobre a atividade de dgua
A Tabela VIL.7 apresenta os valores dos coeficientes de regressfo para um modelo

de segunda ordem analisando a atividade de 4gua (aw) do produto desidratado em funcéo

das variaveis independentes vazio (Q) e a temperatura (T).
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Tabela VII.7 Coeficientes de regressdo estimados

Fatores Coeficiente de Regressio
Média 0,394344
Q (mL/s) (L) 0,069870
Q (mL/s) (@) ,002673
TC) L) -0,076187
T(O) @ 0,026817
Qx T (mL x °C/s) -0,033500

onde: {1.) coeficiente linear

(g) coeficiente quadratico

Atraves dos resuitados obtidos pela Tabela VIL7 foi possivel obter um modelo
empirico codificado que ficaria da seguinte forma:
aw = 0,0394344 - 0,069870Q — 0,076187T + 0,0335QT + 0,02673Q" - 0,0268177* (VIL.2)
A validade do modelo foi verificada pela Tabela VII.8, através da Andlise da
Varifncia (ANOVA), calculada todos os parmetros € ¢ Feacuiado COmparado com o Fiapelado
a 95% de confianga.

Tabela VII.8 Tabela ANOVA para o planejamento experimental em estrela

Fonte de variacideo | Soma Quadrdtica | Graus de Liberdade | Média Quadrdtica
Regressao 0,093900 5 0,018780
Residuos 0,005931 5 0,001862
Falta de ajuste 0,005590 3 0,001863
Erro puro 0,000341 2 0,000170
Total 0,099846 10

Coeficiente de correlagdo: R” = 0,9406

A analise da ANOVA revelou que F,. foi menor que Fip. no nivel de confianca de
95%, sendo o modelo representado pela Equacio VII.2 ndo-preditivo, 0 que ndo pode ser

utilizado como modelo empirico estatistico do processo.
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Através do modelo que considera todos os efeitos estimados foi obtida a superficie
de resposta apresentada [Figura VIL4 (a) e (b)], permitindo a andlise da influéncia da

temperatura e da vazio de alimentacio na atividade de agua.

230

215

145

136

0,20 0,23 0,31 0,38 041
Q {miss)

(b)
Figura Vil.4 Superficie do planejamento em estrela para a atividade de dgua (a) Superficie

de resposta; (b) Curva de nivel da superficie quadrética.
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Através da analise da curva de nivel, foi verificado que a atividade de dgua também
¢ influenciada pela vazo de alimentacio e da temperatura do processo. Foi verificado que
em operag8es a baixas vazdes ¢ a altas temperaturas, menores foram os valores da atividade
de agua. Cabe ressaltar que quanto menor o valor da atividade de dgua, o produto serd
menos susceptivel a reagdes de degradagio e por microorganismos. F interessante salientar
também que a temperaturas muito elevadas e a vazdes muito baixas, a temperatura de saida
do ar de secagem ¢ a distribuigiic de temperatura interna no secador comprometem
atividade enzimética do produto desidratado.

Através da Figara VIL.5 foi verificado que o principal parBmetro sobre a atividade

de agua corresponde a temperatura de operacio.

Temperstura 2 :

-lgi’é:

Figura VIL.5 Histograma de Pareto em func¢fo de a,,.

VIIL 3.2 Andlise morfologica

Com o intuito de verificar o difmetro médio do material desidratado as analises
morfologicas foram realizadas através de MEV a uma magnitude de 3.000 vezes.

Foram realizadas analises das amostras referentes aos ensaios de nimeros 3, 8 e 9
(Figura VIL.6).

Com o intuito de verificar o didmetro das amostras que ni3o foram coletadas,
também foram realizadas analise de MEV do material retido no topo do ciclone. Essas
amostras também foram referentes aos do ensaio namero 3, 8 ¢ 9 (Figura VIIL.6).

A escolha destas amostras foram devido ao fato delas apresentarem baixa umidade

{condi¢io operacional do aparelho) e algumas delas apresentaram alta ou baixa atividade de
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Agua e NO caso as amostras correspondentes aos ensaios de ntimero 3 ¢ 8 serem poucos

soltiveis em agua a temperatura ambiente.

(A1) o (A2)

(C.2)
Figura VIL6 Fotomicrografia eletronica de varredura de a-amilase desidratada; onde: (A.1)

corresponde ao ensaio de niimero 3 coletada pelo ciclone; (A.2) corresponde ao ensaio de
nimero 3 coletada no topo ciclone; (B.1) corresponde ao ensaio de nimero 8 coletada pelo
ciclone; (B.2) corresponde ao ensaio de numero 8 coletada no topo ciclone; (C.1)
corresponde a0 ensaio de namero 9 coletada pelo ciclone; (C.2) corresponde ao ensaio de

namero 9 coletada no topo ciclone;
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A Tabela VILS apresenta ¢ intervalo de didmetro referente aos ensaios de ntmero 3,

e
Tabela VIL9 Intervalo de didmetros referente aos ensaios 3, 8 e 9
Ensaios Amostras coletadas pelo ciclone | Amostras coletadas ne topo do ciclone
(1) (1)
3 4,362 9,08 2,37 a7,50
8 1,61 24,85 2,08a232
g 1,25a3,33 1,25a22,50

As amostras coletadas pelo ciclone dos ensaios 3 ¢ & apresentaram faixas de
didmetros maiores que as referentes ao ensaio de numero 9, sendo este um dos fatos de sua
pouca soliivels em dgua a temperatura ambiente. As mesmas observagdes também foram
relatadas por STRAATSMA er al. (1999b). Estes autores verificaram em estudos realizados
com leite que maiores didmetros foram obtidos em amostras insoliveis em agua.

Um outro fator relevante verificado foi que o ciclone utilizado nos experimentos
coletou amostras com didmetros basicamente superiores a 1,25 um, porém também foram
perdidos materiais com didmetros superiores a 1,25 pum. Deve-se ressaltar que a maior
quantidade de particulas coletadas pelo ciclone tiveram didmetros superiores a 4 um. Ja
materiais perdidos pelo processo apresentaram difmetros menores, que ficaram em
aproximadamente 2,30 um.

Em estudos similares realizados por MAA ef al. (1998) ao secarem proteinas,
operando também em um mini spray dryer, verificaram que basicamente as particulas
coletadas no topo do ciclone eram constituidas de didmetros de 2 um. Isto permite concluir
que este tipo de equipamento ndo € apropriado para coletar amostras com pequenos

didmetros.
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VII.3.3 Isoterma de sorcio

A isoterma de secagem foi realizada apenas para o primeiro ensaio do planejamento
experimental, por apresentar baixa atividade de 4gna e a maior atividade enzimética de
todos os experimentos realizados.

A Figura VIL7 apresenta o ajuste dos dados experimentais obtidos com os modelos
de BET e GAB.

O modelo de BET também foi ajustado para valores de a, até 0,450, conforme

mostra a Figura VIL8.
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Figura VIL.7 Isoterma de sorgfo de o-amilase desidratada ajustado pelos modelos de BET e
GAB.
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Figura VILS Isoterma de sorcio de a-amilase ajustada pelo modelo de BET com aw até

0,450.
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A Figura VILS m

ostra 0 ajuste da isoterma de secagem

empirico de HENDERSON.
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Figura VILY Isoterma de sorcfo de a-amilase ajustada pelo modelo de HENDERSON.

A Tabela VIL10 apresenta os pardmetros de ajuste dos trés modelos estudados.

Tabela VI1.10 Pardmetro de ajuste dos modelos de BET, GAB e HENDERSON.

Modelo Pariametros Coeficiente de correlagdo (R2 )

BET Xm=0,01279 0,7126
C=60792,9

BET (com a,, até 0,450) Xm=10,01368 0,9966
C=3,395124
Xm=0,0153

GAB C=981673 0,9986

K=1,264

HENDERSON K =90,009473 0,999%

C=10,136288

O modelo de BET nio ajustou bem aos dados experimentais, mas quande foram

utilizados apenas os primeiros pontos cuja a atividade de 4gua foi menor que 0,450 o

modelo apresentou bom ajuste. O modelo triparamétrico de GAB ¢ o de HENDERSON

forneceram um excelente ajuste, porém este ultimo modelo nfo apresenta significado

fisico.
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Cabe ressaltar também que os baixos valores de umidade da isoterma de sorgio

foram devidos a amostra apds o processo de desidratacio apresentar baixa solubilidade em

dgua a temperatura ambiente.

ViL4 Conclusdes

Neste capitulo foi verificado que:

@

A secagem ¢ influenciada pela temperatura de operagdo e pela vazdo de
alimentacio de enzima. A baixas vazdes e a altas temperaturas ha
formacio de material insolavel;

A atividade enzimdtica foi influenciada principalmente pela acfo da
temperatura. Quando o processo foi conduzido com valores muito baixos
de temperatura foram obtidos melhores valores, porém a atividade de dgua
aumentou significativamente;

A perda de atividade enzimdtica apés o processo de desidratacio depende
principalmente da temperatura do ar de secagem e da distribuicio de
temperatura interna no secador;

Menores valores de atividade de agua foram obtidos quando o processo foi
conduzido a altas temperaturas e a baixas vazdes. Por outro lado, houve
perdas significativas na atividade enzimatica;

As condi¢@es de operagéio referentes ao primeiro ensaio do planejamento
experimental foi considerada melhor, pois o material desidratado
apresentou uma alta atividade enzimatica e uma baixa atividade de 4gua;

A isoterma de secagem do melhor ponto experimental seguiu o modelo de
(GAB e o modelo empirico de HENDERSON.
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CAPITULO Vil

CONCLUSOES & SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

VIILI Conciusdes finais

Este trabalho foi realizado com a finalidade de verificar o desempenho de trés
métodos de secagem aplicados & enzima a-amilase. Através dos resultados obtidos foi
verificado que a secagem por atomizagfo apresentou alguns inconvenientes como a queda
acentuada da atividade enzimadtica, mesmo utilizando-se uma enzima termorresistente, além
da dificuldade de se estabelecer quais as melhores condigdes operacionais.

A liofilizag3o preservou melhor a atividade enzimaética, porém cabe ressaltar que o
tempo de processo e o alto consumo de energia necessdrio para a condugéo deste processo
pode ser considerado como um fator limitante na escolha desta téenica, além da pouca
solubilidade do material, sendo necessario a adicfio de um coadjuvante para melhorar a
solubilidade do produto. Este processo € recomendado apenas para a secagem de produtos
com alto valor agregado.

Quando o experimento de secagem foi realizado em microondas sob condigbes de
vacuo, o produto desidratado apresentou uma boa atividade enzimdtica. Situagdes similares
a da secagem por liofilizagfio foram obtidas quando o experimento foi conduzido a uma
pressdo de 0,63 bar e a 550 W, todavia o material desidratado também apresentou pouca
solubilidade em dgua. Cabe ressaltar ainda que o tempo de processo com o mesmo volume

de amostra , utilizado nos experimentos de liofilizac8o foi de apenas 150 segundos.
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Através da andlise final dos trés processos de secagem estudados pode-se concluir
que, além da redugdo do tempo de processo, e consequentemente um menor gasto de
consumo de energia, a secagem por microondas sob condigBes de vacuo pode ser

considerado como um método promissor.

VIIL2 Sugestdes para trabalhos futuros

Com base nos resultados e concluses obtidas neste trabalho sugere-se como

trabalhos futuros:

e Realizar 0os mesmos estudos deste trabalho com materiais biolégicos diferentes,
a fim de verificar se os fendmenos observados e se as técnicas utilizadas sfo
validas de um modo geral;

e Incluir a pressio como uma nova variavel no planejamento estatistico do
processe de secagem por atomizagio com a finalidade de melhorar a otimizacio
do processo e refazer os experimentos com outros valores de temperatura e
vazdo com a finalidade de deslocar o planejamento utilizado. Pretende-se assim
verificar o ponto 6timo do processo, em que a atividade enzimdtica seja a
méaxima possivel e a atividade de agua a menor possivel e com isso obter um
modelo estatistico do processo que possa ser utilizado para fins preditivos;

e Realizar um estudo sobre a influéncia da adigio de coadjuvantes (tampdes, sais
aglcares € polimeros) na atividade enzimdtica com a finalidade de melhorar a
solubilidade da enzima apds o processo de desidratacdo pelas trés técnicas de
secagem estudadas nesta dissertagdo;

e Estudar um novo projeto de construg¢do de um microondas a vacuo para que
além de se verificar a eficiéncia do processo possa incluir também uma outra
varidvel, que no caso seria a temperatura e refazer o mesmo trabatho utilizando

condig¢des de pulso;
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APENDICE

Modelagem e dindmica conformacional

Foi realizado em paralelo ao trabalho experimental um estudo inicial de modelagem
e dinimica conformacional da enzima a-amilase de Bacillus licheniformis com o intuito de
se verificar alguns aspectos relevantes na sua perda de atividade biologica quando exposta a

altas ou baixas temperaturas, tentando assim correlacionar com os dados experimentais

obtidos nesta dissertacfo.

A.1 INTRODUCAO

Recentes avangos na engenharia genética tém aumentado o interesse em pesquisas
relacionadas com a conformagéio proteica. A habilidade em predizer estas estruturas € de
grande interesse teérico, especialmente nos ramos da bioquimica ¢ da biofisica. Além disso,
as aplica¢des destes conhecimentos prometem ser de grande interesse como por exemplo, a
habilidade em predizer estas estruturas aumentaria muito o entendimento de hereditariedade
e de doengas infecciosas nas informagdes do genoma. Além dessas vantagens, a habilidade
para 0 entendimento da conformac@ic proteica revolucionaria o processo de

desenvolvimento de novas drogas (KLEPEIS er al., 1998).
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O uso de técnicas computacionais e simulagiio destinados aos problemas de
conformagfo proteica tornou-se possivel através da introduc@io de métodos qualitativo e
quantitativos para modelar estes sistemas. O desenvolvimento de modelos realistas de
energia estabelecem uma ligago ac campo de otimizac#o global, na qual a quantidade a ser
otimizada € a energia livre do sistema. Entretando, devido & complexidade computacional
associada com estes problemas, apenas as estratégias de otimizac8o global mais eficientes

serdio bem sucedidas.

Os conhecimentos tedricos da mecénica quintica aplicados através de algoritrnos
computacionais, sfo os elementos essenciais da simulag@ic. A implementagio adequada
destes algoritmos através de uma linguagem de programacio permite obter o grau de

simulacio desejado de um sistema em questio.

Dentro da quimica, a modelagem molecular auxilia em grande medida ao
discernimento, compreenséo e prediglo de processos quimicos, assim como ¢ estude de
espécies de dificil manipulagfio por ter pouca estabilidade e apresentar-se em quantidades

dificeis de se quantificar { por exemplo, estados de transi¢iio e intermedidrios).

Atualmente a simulagdo molecular tem como principal objetivo prever certos
fendmenos e principalmente diminuir o tempo de processo de simulagdo. Em muitos casos,
a qualidade dos resultados de um processo de simulagdio dependerd do tempo

computacional investido.

A interpretagio dos resultados numéricos da simulagdo proporciona informagdes
tteis de vérios pardmetros fisico-quimicos de um sistema molecular, como sua geometria e

sua energia, revelando interagbes e dependéncias de outros pardmetros do sistema.

Moléculas muito grandes, tais como proteinas que possuem substituintes com cargas
e espécies com interacGes de diferentes tipos, apresentam suficientes graus de liberdade
para fazer de sua simulagfio uma tarefa extremamente complexa. A necessidade de partir de
sistemas relativamente simples para provar a eficiéncia de algum método de calculo de
simulag#o deve ser utilizada como primeiro passo para sua posterior aplicagdo em sistemas
mais complexos (ORCERC & VALEN, 1999).

Atualmente um grande nfimero de programas computacionais estdio disponiveis,

sendo que apenas alguns utilizam a representacio de todos os dtomos da conformacio
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proteica. Entre estes programas podemos citar o MOIL, ECEPP, AMBER, CHARMM,
GROMOS, FANTOM e KONF90 (EISENMENGER er /., 2001).

A.1.1 O programa ECEPP

A tarefa basica de todo programa de simulacBio de proteina é descrever sua

conformacfo e calcular a sua energia conformacional.

No programa Empirical Conformational Energy Program for Peptides (ECEPP), as
conformagdes sfo descritas por meio de um modelo padrfio de geometria. Neste modelo, a
proteina € descrita pelo conjunto de coordenadas internas definidas (Figura A.1). Os
dngulos e as ligagBes de valéncia sfo descritos por rigorosos graus de liberdade fazendo
com que as barreiras de energia para sua deformacfo sejam de diversas ordens maiores do
que a energia resultante das flutuages térmicas em temperaturas biologicamente
relevantes. Por outro lado, os 4ngulos de diedro (Figura A.2) &i, i, ©;, que descrevem as
rotagBes em torno da ligagfo quimica (torsdo) ao longo da cadeia dos aminoacidos, e os
angulos de diedro das cadeias laterais, sfio muito mais flexiveis. A escala da energia para
estas rotagBes € aproximadamente 1 kcal/mol que ¢ da ordem da constante de Boltzmann
com a temperatura (kg T). Assim, estas varidveis estfo sujeitas a flutuagbes em temperaturas
ambiente. Note que a ligacdo CO-N da Figura A.l1 tem um hibridizagio eletrfnica
especifica que conduz a estrutura estritamente planar do grupo de atomos C,-CO-N-H em
temperaturas bioldgicas relevantes. Isto € porque o 4ngulo de diedro w, associado com as

rotagdes em torno desta ligagfio, € muito menos flexivel do que os outros &ngulos diedrais.
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Figura A.1 Definig8o de coordenadas internas

Fonte: EISENMENGER ef al., 2001.

Figura A.2 Defini¢@o de 4ngulos de diedro, onde: ligagdo 3-4 rotacdo em torno do eixo 2-3

do angulo ¢ até o chegar ao plano hachurado.

Fonte: EISENMENGER et al., 2001.
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A.1.1.1 Modelo Matemuitico

Através da aplicagho da mecénica molecular pode-se calcular a geometria ¢ a
energia de uma molécula. O método empirico € baseado no modelo da mecénica classica
que utiliza fungdes analfticas que incluem parfmetros ajustdveis que permitem uma melhor
representagfio de determinadas propriedades moleculares, como a geometria, energia

conformacional, calor de formaco, entre outros.

A diferenga dos métodos quénticos nfo se trata explicitamente dos elétrons e
nucleos dos atomos, basicamente se fundamenta em que as ligagSes t8ém um comprimento ¢
dngulo “naturais” € as moléculas se ajustam a eles. Adicionalmente incluem também
interacdes estéricas (potenciais de Van der Waals) e eletrOnicas. As moléculas sio
consideradas como um conjunto de esferas de diferentes tamanhos ligadas entre si por
molas de diferentes comprimentos comportando-se ao sistema de uma maneira elastica (lei
de Hooke), desta forma interagem entre si uma série de massas mediante forgas

harmdnicas.

O conjunto de valores 6timos de comprimento e angulos de ligacdo, torsdo e
interacbes entre 4tomos ndo ligados, junto com suas fungdes de potencial e pardmetros

correspondentes se denomina campos de forca (ORCERO & VALEN, 1999).

No programa ECEPP/3 a energia potencial total (E1) ou energia estérica de uma
proteina ¢ dada pelo somatorio de dois campos de forgas: energia espacial e energia
torsional. A parte espacial € expressa pelo somatorio das interagGes energéticas entre
4tomos. Nesta parte incluem-se o termo eletrostatico, termo repulsivo e atrativo Lennard-
Jones e o potencial das ligacBes de hidrogénio, sendo que nesta parte a energia espacial
depende basicamente das distincias entre dtomos. Na segunda parie temos a energia
torsional de uma molécula, sendo esta reduzida a um somatorio de energias torsionais para
cada ligag8io. Cada energia de ligacfio torsional € somente uma fungio do angulo de diedro
correspondente, sendo descrito por um potencial periédico com uma barreira de energia
para cada ligagdo quimica (EISENMENGER & HANSMANN, 1997; EISENMENGER et
al., 2001).
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A equacio resultante destes dois termos tem a seguinte forma:
Er=EL;+ EgL + Enp + Erors AD

onde: Ep; representa representa o termo potencial repulsfo e atragAo Lennard-Jones,

conforme a Equacfio A.1.1.

{ 4, B, (A.1.1)

&

E, =

12
i=j (\F" ¥ Yy
1; & & distdncia em Angstron (A) entre dtomosie j;
Ay e By, slo pardmetros dos potenciais empiricos.

No termo de Lennard-Jones aqui utilizado assume-se que as moléculas que se deseja
simular nfic se combinam; assume-se também que as forgas entre as moléculas dependem
apenas da distincia entre elas. Verifica-se experimentalmente para liquidos simples uma
forte repulsdo para distdncias pequenas entre as moléculas, e uma pequena atracfo para

grandes distancias.

Essa pequena atrac8o para r grande deve-se a forca de Van der Waals. Esta forga
deve-se a uma atragfio de dipolos elétricos; as moléculas tém dipolos elétricos flutuantes,
devido ao comportamento flutuante dos elétrons; estes dipolos elétricos instantineos geram
campos elétricos que induzem um momento de dipolo na distribui¢o de carga da molécula
vizinha; como a for¢a entre dipolo elétrico indutor e induzido ¢ sempre atrativa, as

moléculas sofrem atragdo fraca.

Quando a distidncia entre as moléculas é pequena, as nuvens eletr6nicas comecam a
superpor-se, ¢ surge uma forca de repulsfio para impedir que os elétrons ocupem o mesmo
estado quéntico. Tem-se assim uma for¢a de repulséo forte para r pequeno € uma forga de

atracio fraca dominante para grande distincias. A maiores distdncias, ambas tendem a zero.

O termo rif’ descreve as atragGes dispersivas de London entre os atomos e o termo

rijm descreve as interagdes repulsivas causadas por o principio de exclus@o de Pauli.

No segundo termo da Equacio A.l, Egy representa a contribuicdo de energia da

interacfo eletrostatica.
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Neste termo leva-se em conta os efeitos de repulsio e atragfio entre cargas de
moléculas com grupos polares. Utiliza-se o potencial de Coulomb, ja que a carga parcial de

um determinado tipo de grupo quimico permanece relativamente constante.

Os momentos dipolares associados a cargas parciais também podem ter efeitos na
energia total da molécula. O momento dipolar total pode ser representado como um vetor

soma dos dipolos associados a cada ligag8o (geralmente, a conformacio na que o momento

dipolar total ¢ menor € a mais estavel).

O potencial eletrostatico pode ser representado pela equag8o abaixo:

4.9, (A.1.2)
Eg =332> | —

i 81’{}.

q; € q; so cargas parcials dos atomos i e j respectivamente;

¢ ¢ a constante dielétrica do ambiente. Na presenca de dgua assume-se que a distincia

depende da permissividade eletrostética de acordo com a seguinte equagéo:

D-2 (A.12.1)

e(ry=D- {(.s'r)2 + 257+ Z]exp(-~sr)

onde o valor empirico dos pardmetros D ¢ s sdo escolhidos por um caminho semelhante
para permissividades em larga distincias, para curtas distincias as interagSes da molécula
com moléculas do solvente pode ser negligenciada e a constante dielétrica pode ser

assumida como € = 2, correspondendo ao espaco interior da proteina.
O valor 332 da Equagio A.1.2.1 € utilizado para expressar a energia em keal/mol.

O termo Epp representa a fungfo epergia das pontes de hidrogénio, que ¢

representado pela seguinte expressio:

(c. b, (A.13)
EHB*Z ~—5~=%

s\ Fy ¥y
Cj; e Dy sdo pardmetros dos potenciais empiricos.

Estes potenciais aparecem ja que os potenciais de Van der Waals nfo sdo capazes de
refletir corretamente as interagdes por pontes de hidrogénio. Neste caso se utiliza a equagiic

(A.1.2) corrigida com um termo repulsivo mais forte.
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Eror € a energia torsional da molécula. Este potencial tornou-se importante ao
notar-se que oS potenciais anteriores eram incapazes de obter resultados corretos enquanto
as diferencas nas conformacgfes eclipsadas do etano. Para corrigi-lo foi introduzido uma
funcdo cosseno que reproduz uma energia minima na conformacfio alternada e méxima na
eclipsada. Assim mediante estas fungfes se tem em conta a barreira rotacional podendo ser

escrito pela expressfio abaixo:

Eppr = 2 U1 £ cos(K,0,)] (A1.4)

Neste termo a energia torsional de uma molécula ¢ reduzida a2 um somatério de
energias torsionais para cada ligacfo. Cada energia torsional de ligagfo € somente uma
fungdo do &ngulo diédrico correspondente descrito por wm potencial periédico com uma

barreira de energia para cada tipo de ligag8o quimica.

O termo U, representa a barreira de energia torsional da rotagio aproximada da

ligagdio n; K, € a multiplicidade do 4ngulo de torglo ¢s.

O valor + deve-se ao fato que se for +1 teremos a conformagio alternada e -1
eclipsada. Fisicamente, se n = 1 cotrespondera a uma interagdo dipolo-dipolo, se n = 2 ha
uma hiperconjugagdo em alcanos (ou conjugacio em sistemas insaturados) e paran = 3 ha

um impedimento estérico.

Etors depende de @, explicitado, os outros termos dependem apenas dos angulos

implicitos das distancias 1.
A, 1.1.1.1 Cdlculo do desvio médio quadrado

O calculo do desvio médio quadrado, mais conhecido como root mean squared
deviation (RMSD) ¢ utilizadoc para ajuste entre duas moléculas (duas camadas). Neste

célculo nfio séo utilizados os atomos de hidrogénio.

O RMSD ¢ calculado de acordo com a Equacgio A.2:
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RMSD = | Econ) (82
nbatamos

onde E (pism) € a distdncia (em &ngstroms) entre um par de 4tomos relacionados € nbaomes

s80 atomos n#o ligados entre si.

A2 METODOLOGEA

A.2.1 Material

Através dos estudos realizados por eletroforese da enzima em estudo ¢ pela consulta
no banco de dados de sequenciamento molecular "SWISS-PROT" foi verificada maior
similaridade da enzima a-amilase de Bacillus licheniformis com a o-amilase utilizada nos
experimentos, pois a enzima utilizada nos experimentos € de origem bacteriana (género

Bacillus) obtida industrialmente, nfio sendo possivel neste trabalho obter o seu

sequenciamento.

A o-amilase de B. licheniformis é constituida de 512 aminoacidos ¢ tem massa
molar de 58.549 Da (Figura A.3).

Os estudos conformacionais foram realizados através de métodos computacionais
com o auxilio do programa ECEPP/3 versio IBM-AIX. Para a visualizacfo tridimensional

foi utilizado os softwares SpdbViewer e RasMol.
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1

1 Met
16 Phe
31 Asn
46 Asn
€1 Leu
78 Lys
91 Tyr
106 Tvr
121 Ser
136 Gly
151 Pro
166 Ala
181 Asp
196 Glu
211l Trp
226 Met
241 Ile
256 Gly
271 Arg
286 Phe
301 Asn
316 Pro
331 Tvrw
346 Pro
361 Gly
376 Al=m
381 Phe
406 Ile
421 Lys
436 Asp
451 Ser
466 Arg
481 Tle
486 Trp
511 Gln

2
Lys
Ala
Leu

AsSp

!
Gly
Asp
Gly
Arg
Gly
Als
Trp
Phe
Ser
Asp
Tyr
Lys
Phe
Asp
Thr
Tvr
Leu
Bsp
Leu
Glin
Tyr
TyT
Pro
Gln
Ile
Gly
Met
Thr
Gly
Arg

3
Gin
Leun
Asn
Gly
Glu
Thr
Leu
Thr
Asp
Alz
Asp
Thr
Lys
Arg
Trp
Ala
Arg
Arg
Trp
Val
Leu
His
Met
Lys
Ser
Ala
Gly
Ria
Tyr
val
Leu
Tyr
Gly
Glu

4
Gln
Ile
Gly
Gln
Eis
Ser
Gly
Lys
Iie
Asp
Arg
His
Trp
Lys
Glu
Asp
Try
Leu
Val
Ala
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Tyr
Arg
Ala
Leu
FPhe
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Leu
Ala
Gly
Ala
Val
Asn
Phe

5
Lys
Phe
Thr
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Gly

in
Glu
Gly
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Ala
Asn
Phe
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Leu
Val
Tie
Gly
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Giu
Lys
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Lys
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Ile
Met
Lys

Tre
Ala
Gly
Arg
His

7
Leu
Leu
Met
Lys
Thr
Asp
His
Leu
Tyxr
Giu
Val
Phe
Tyr
Arg
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Tyr
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Val
Val
Trp
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Leu
Phe
Thr
Thr
Gly
Lys
Ala
Arg
Iie
Gln
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8
Tyr
Pro
Gin
Arg
Ala
Val
Gln
Gin
Gly
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Pro
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Ile
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Lys
Arg
Gin
Phe
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Val
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Thr
Ile
Gln
Glu
Thr
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His
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Ser
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Gln
Giu
Lys
Glu
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Gly
Asp
Ala
Val
Gly

10

Arg
Ser
Phe
Gin
Trp
Tyr
Gly
Ala
Val
Thx
Gly
Arg
Asp
Lys
Gly
Pro
Asn
Ile
Lys
Asp
His
Ser
Thr
Asn
Thr
Ser

Pro

11

Leu
Ala
Gilu
Asn
Ile
Gly
Thr
ile
Val
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Glu
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Gly
Phe
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Asp
Glu
Lys
Leu
Ser
Thr
Val
His
Trp
Gly
Asp
Ile
Tyr
Ser
Pro
Glu
Tle
Val

Thr G

12

Leu
Ala
Trp
Asp
Pro
Ala
Val
Lys
Ile
Val
His
Ser

Ser
Leu
Phe
Ser
Gly
Thr
Asn
Ser

13

Thr
Ala
Tyr
Ser
Pro
Tyr
Arg
Ser
Asn
Glu

Thr

14

Leu
Ala
Met
Ala
Ala
Asp
Thr
Leu
His
Val
Ile
Tyr

15

Leu
Ala
Pro
Tyr
Tyx
Leu
Lys
His
Lys
Asp
Lys
Ser
Asp
Alas
Leu
Giu
Asp
Leu
Mei
Glu
Val
Gly
Eis
Pro
Leu
Val
Giu
Arg
His
Asn
Lys
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Val
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3Q

45

£0

75

90
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150
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360
375
3230
405
420
435
450
465
430
485
510

Figura A.3 Sequenciamento de aminodcidos da enzima a-amilase de B. licheniformis.

Fonte: SWISS-PROT

A.2.2 Método Computacional

Os valores das coordenadas internas de cada atomo que compde a cadeia protéica
foi obtida através do Protein Data Bank (PDB) do Laboratério Nacional de Brookhaven
(BNL). O modelo estrutural tridimensional da proteina foi gerado a partir da interpretagdo

do padréo de difracfo de raios-X produzido por um cristal da macromolécula. Este arquivo
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além de conter as coordenadas cartesianas internas de cada 4tomo, contém as informagdes

cristalograficas da enzima. Uma parte deste arquivo esta ilustrado na Figura A 4,
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ATOE & LG LM A 3 -i0.048 2Zi.zig 3.%1% 1.00 3751 &
ATON 7 &bl LIV A K -5.9%8 20.%72 2.6898 3.497 35.852 c
ATLE & LR LEV A 2 ~$.5BL 200520 5.8Z¢ 1.0D 34.49% <
ATOE 3 ¥ ASN A 4 ~1i.8%L $3.969 3,773 1,03 26.33 ¥
AT A8 CR ASW B % »12.31% ¥3.9863 2534 .00 2252 <
Aron iy € AW A 4 ~13.B07 2Z.534 4.350 1.00 21.48 c

Figura A.4 Arquivo PDB da enzima a-amilase de B. licheniformis visualizada no software
SpdbViewer.

Foram simulados o comportamento da enzima em diferentes temperaturas com o

intuito de verificar sua conformagfo e sua energia potencial total (Er).

As temperaturas escolhidas foram: -90°C (temperatura correspondente 20s ensaios
de liofilizacdo); 25°C (temperatura ambiente); 70°C (temperatura maxima de atividade
catalitica da enzima); 130, 145, 180, 215 e 230°C (temperatura utilizada nos experimentos
de atomizag3o), como a temperatura interna do secador de microondas a vacuo variou
muito de 100 a 132°C e ndo foi possivel verificar a temperatura interna do dessecador
evacuado com a enzima. Cabe ressaltar também que o intervalo de temperatura de secagem

por microondas sob véacuo, estd no intervalo de temperaturas estudadas (-90 a 23 0°C).

A estruturada otimizada foi quantificada através de calculos de RMSD.
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A3 RESULTADOS £ DISCUSSAD

Em termos gerais, a geometria molecular é considerada otimizada se ndo for

possivel baixar a Et através de qualquer distorg8o da geometria, a2 Tabela A.1 apresenta os

valores de Ev encontrados para as simulagSes moleculares.

Para cada simulacfio o programa calcula todos os pardmetros da Equacio A.1 e logo

apés realiza o somatorio geral (Er). Parte do arquivo de uma das simulagBes esta ilustrado

na Figura A.5.

B C-\spdbyvitenpA IEPLEY )
7/ Computsaticns were Sone in vacuo with the LROMNOESS 4381 paremsters seat, witheut reaction fiald. -
7 For more informatisn shout CRUNDESS. zafer 2o: W.F, wvas Dunetersn 27 al. (1B9S)} in Biosslecular k
/ simulation: the CROEQZAS manwel sod weer asuide. VIf Hechsuhuwiverlag ETHZ (beep: A/ies. evhy. oh/grones; . -
/ ¥hen using thoze resulns, please nenbhian that Sherqy Lompwiatidne wers done with the GROMISSS
7 inplepannasion of Bwiss-PdbTiewvay.
7 JR— . - -
/ residue bonds engles Torsion improper monBonded slectroscetic constraint FS TOTA
’ ——
HEY & 3 £.000 §.183 7. 840 8,000 o.o0 -38, 48 S.0000 s Ba -2
LED & 3 3.028 3. 714 13,515 B_43% =15.B4 151,58 9.0000 2/ B= As
AEH A % 2.038 0.798 2. 828 £.389 ~28. 148 -132.9% 80,0008 ¢/ Bw -i%
GLY A s <. 003 i.037 2. 488 2.48) ~12,00 35,66 L0000 sf B= EY
THR 4 s 1.008 L1.036 3.3382 1.035% ~31.34 «28,92 0.59G00 /7 Br -5
LBT A 7 2.491 15.334 1.112 0.149 -56.21 =18.868 0.0900 s/ B= -5
MET X -] 13.626 1.906 3.534 1.345 -83.67 -9, 32 G.0000 f/ E= i
L A =} 2.896 £.811 5.805 0.591s ~44. 17 ~-168.83 Q.0000 fr I= -19
ITR & 19 2.9 4.831 3.685 Z.064 -57.42 -63.258 0,.90006 sf &= -1
THE A& il 2.%g 2.422 3.228 1.477 ~87. 49 -4.89 0.0000 /f B -
fr 4 S N -4 8,713 %. 490 1z.38% 0,134 ~56.72 l.82 o.0000 S/ Re ~¥
TR A 13 21175 €.461 3.292 4.481 -69. 08 -G, 15 G. 8000 rF B= -4
TR A& 14 £.833 12,057 2.695 1.376 ~47 .08 ~ZF. 05 09800 /7 = -5
HET A LS 5.339 T.242 2.253 1.448 -24_£7 2267 0.0000 4s E= X
R0 A 16 3.039 28.330 15, 648 5. 907 ~25.50 -29.68 C.0000 fS B= -
ASE A 17 1.5822 2.%261 3.888 4,188 ~Zr.32 ~185.33 £.0060 f7 B -1
AgP? A 18 1,473 3. 082 7. 111 1.203 -16.12 32,82 S.0000 s/ K= &
GLT & 1% 0.812 4.322¢ 0.503 0.458] ~20.13 34.23 QU000 /f E= Z
CLH A 28 £.919 &.742 4.043 0,021 -ZB. 88 0.00Ch £/ E= 18
HIZE & Z) 12.32% 6. 685 4,014 2.0i8 -49.10 0.0009 4/ E= -3
TRP A& 22 25.455 £.422 2,768 4.633 «24.1% 0.0800 ¢/ Ix= -7
LYSE & 22 3. 7687 4.92) 2.130 0.006 -3G.63 G, 0000 sf Be -2
ARt A 24 Z.555 2.118 4. 827 0,881 =35, 57 0.0008 17 E= 4]
L2 A Z5 L.361 5.437 1.682 0.332 ~46.28 B.O000 // B =
LN A 26 L.is3 1.132 Z.450 i.1z6 ~27.06 0.0000 fF E= ~1F
ASH A& 27 2.380 1.331 Z.821 4,721 «18.03 Q.0000 /F 3= -1
AP 41 28 L.373 7.604 is.383 0.igs -27.66 S.00Q0 s/ F= -3
SER A4 2¥ i.1i7 6.190 4.018 Z_42% -25.72 00000 sf 3 -3
ALA & 30 L2862 G.754 1.327 1.247 ~1%.78 0.9900 s/ E= ~Z
R A 3 2. 148 3.842 Z. 482 0,880 -47.83 0.0970 s7 E= %
LED i 32 0.842 3.183 1.a08 0.137 ~49_04 2. 0000 /7 E= ~8
ALA A 33 0.80%8 2.798 8980 0.1é4 ~-23.98 0.0000 s B= -2
LU & 34 .204 5.629 3,740 2.830 w25, 10 2.9000 s/ R= -k
1.891 ~40. 66 £.8000 s/ = 1
0.664 ~1%.8¢ £.0000 s/ F= 3
3.738 -33.77 ¢, 0000 47 E= -
6.062 -18.54 0. 0080 H
s . D126 ~82.54 s D.o00p
B swins PDB Viewer 3.0.. -

Figura A.5 Valores dos pardmetros simulados para cada aminoacido da cadeia enzimatica.
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Tabela A.1 Valores de temperaturas utilizadas e suas respectivas Er.

Temperatura (OC) Temperatura (K) Energia potencial total (KJ)
-90 183 -130.243,20
25 298 -134.494 .40
70 343 -123.393,40
130 403 -86.252,36
145 418 -84.221,55
180 453 -60.442,33
215 488 -55.234,83
230 503 -40.421,23

A figura A.6 apresenta a dependéncia da Et com a temperatura.

~40000 »

-60000 -] e
=  .B0000 - / T
£ st ]
g 480000 - N
wi ]
~$20000 |

~146000

T T H T T T k] A T ¥ i
150 200 253 360 350 400 450 500 5850
Temperatura {K)

Figura A.6 Energia potencial total (Et) em funcdo da temperatura.
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A figura A.6 mostra que a temperatura deve influenciar muito na conformacio pois
gquanto maior a temperatura maior o valor Et, 0 que compromete sua geometria e
consequentemente a atividade enzimatica. A especificidade de ligagiic depende do arranjo,

definido com precisio dos dtomos no centro ativo.

Experimentalmente foi comprovado que a temperaturas de até 70°C a enzima ainda

mantém sua atividade enzimética, porém com menos eficiéncia.

Quando o experimento foi realizada a temperatura de — 90°C houve um maior tempo
de simulagfio, cabe ressaltar que a energia total € calculada através de um gradiente de
temperatura, que neste caso foi realizado a uma temperatura inicial de — 98°C até a
temperatura desejada. Alguns pesquisadores relataram que simulagGes a baixas

temperaturas pode ocasionar grandes erros ¢ que em muitos casos nfio podem predizer

dados experimentais;

Com relaglo aos dados experimentais foi verificado que embora a simulacio
realizada com a temperatura de —90°C ter sido muito lenta em relagéio a temperaturas muito
altas, o valor de Er € muito baixo ou seja a conformacio e ¢ centro ativo da enzima nio
deve ter sido muito afetada, o que foi comprovado experimentalmente com os estudos de
liofilizacdo, outro fato foi que maiores valores de Ep foram obtidos para valores de
temperaturas mais altas, este fato também ol reportado nos experimentos de atomizacéo,
pois os valores das atividades enzimadticas foram menores que nos experimentos de

liofilizag&o.

Cabe ressaltar também que resultados mais precisos e que compreendessem methor
o comportamento da enzima nestas temperaturas seria sua simula¢ic com variacio de

pressdo e tempo.

As mudancas conformacionais da enzima a nivel macroscOpico ndo sfo
visualizadas, pois o que foi verificado através do programa ECEPP/3 € que héd apenas
deslocamento de dtomos da cadeia protéica, fazendo com que algumas moléculas de
aminoacidos obtenham uma conformacfo desfavoravel comprometendo assim o centro

ativo e 0 que experimentalmente leva a precipitacfio da enzima.

As Figuras A.7 e A.8 mostram a estrutura tridimensional otimizada 2 25°C da

enzima o-amilase, com visualizacdo de dois softwares diferentes.
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Figura A.7 Estrutura tridimensional da enzima o-amilase a 25°C utilizando o software

SpdbViewer.

Figura A.8 Estrutura tridimensional da enzima c-amilase a 25°C utilizando o software

RasMol.
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A4 CoNCLUSOES

Neste trabalho foi verificado que:

e A Er ¢ dependente da temperatura, sendo que quanto maior a temperatura
maior o seu valor, microscopicamente ha um maior movimento atdmico
na molécula, causando a desnaturagiio da proteina. Este deslocamento

atdbmico nfo ¢ observados por programas de visualizacfio grafica como o
SpdbViewer e RasMol.

¢ A modelagem molecular pode ser utilizada como ferramenta para predizer
certos fenémenos e prever qual o melhor método de secagem , nfo sendo
necessario a realizago de alguns experimentos, para que iSso seja possivel
¢ necessdria a investigagdo de outros fatores relevantes no processo, como

a pressdo e o tempo de secagem.

Com base nos resultados e conclusdes obtidas neste trabalho sugere-se como
trabalhos futuros:

o Incluir nas simulagdes moleculares outros pardmetros como a pressio e
tempo, para que o estudo se aproxime mais dos dados experimentais, para
que isso seja possivel devera ser utilizado pacotes computacionais mais
robustos;

e Estudar simula¢des moleculares levando em conta a solvatagio, neste caso

o programa MOIL podera ser utilizado para esta finalidade.
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